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Spin Neto R. Enxertos ésseos homodlogos em humanos: Avaliacédo
imunologica, tomogréafica, histologica e histomorfométrica de sua
incorporacdo e capacidade de osseointegrar implantes. [tese de

Doutorado]. Araraquara: Faculdade de Odontologia da UNESP; 2011.

Resumo

O objetivo deste estudo foi avaliar, em humanos, a incorporagdo do
enxerto 6sseo homologo e sua capacidade de osseointegrar implantes de
titdnio, por meio de andlise tomografica, histologica e histomorfométrica,
além de fazer uma avaliacdo imunoldgica sistémica, buscando fatores que
indiguem a ocorréncia de resposta imune contra esses enxertos, seguindo
sua implantacédo. Para tal foram avaliados 35 pacientes, sendo que 15
foram submetidos a enxertos 6sseos autdlogos e 20 a enxertos 0sseos
homologos, que passaram por avaliacdo tomogréafica (antes,
imediatamente apds e seis meses depois da realizacdo desses enxertos),
por exames imunolégicos (hemograma associado as dosagens séricas de
TNF-a, IFN-y, IL-1B e IL-10) anteriormente, e 15, 30 90 e 180 dias apos a
realizacdo dos enxertos e nos quais foram feitas bidpsias, tanto do tecido
0sseo (no momento da reabertura dos enxertos para instalacdo dos
implantes) quanto do tecido 0sseo com um mini-implante instalado
(biopsiado no momento da reabertura da regido para instalacao de
cicatrizadores). Os resultados demonstraram remodelagdo mais lenta do
biomaterial homélogo, em comparacdo ao autdlogo, associada a um

maior indice de reabsorcdo nos seis primeiros meses pos-enxertia, sem



alteracdes hematolégicas ou sorolégicas relevantes. Os parametros
associados a osseointegracdo dos mini-implantes (contato osso implante
e area Ossea entre as roscas) também foram semelhantes entre os dois
grupos tratados. Conclui-se que, dentro das condicbes experimentais
deste estudo, o enxerto 6sseo homélogo mostrou-se inferior ao enxerto
0sseo autélogo, com processo de incorporacdo mais lenta, também
relacionado a uma maior reabsorcdo O0ssea radiografica, aos seis meses
pés-enxertia, e sem alteragbes hematoldégicas ou soroldgicas
significativas. A avaliagdo, em curto prazo, dos parametros relacionados a
osseointegracdo também demonstrou similaridade entre 0s grupos

estudados.

Palavras-chave: Materiais biocompativeis; osso homdlogo; regeneracao

0ssea; implantes osseointegrados.



Spin Neto R. Fresh-frozen allogeneic bone grafts in humans:
Immunological, tomographic, histological and histomorphometrical
evaluation of its remodeling and capacity of implants osseointegration
[tese de Doutorado]. Araraquara: Faculdade de Odontologia da UNESP;

2011.

Abstract

The purpose of this study was to evaluate, in humans, fresh-frozen
allogeneic bone grafts incorporation and its capacity of implants
osseointegration, using tomographic, histological and histomorphometric
evaluation, also looking for signs of systemic immune reaction toward
these grafts. For this, we evaluated 35 patients, 15 treated with autologous
bone grafts and 20 with fresh-frozen allogeneic bone grafts, who
underwent CBCT evaluation (before, immediately after and six months
after the completion of these grafts), immunological tests (blood count
associated with serum TNF-a, IFN-y, IL-1p and IL-10), before and 15, 30
90 and 180 days after the graft, and in whom biopsies were taken from
both the bone (at the time of reopening grafts for installation of the
implants) and the bone tissue with a mini-implant installed (biopsied at the
time of reopening the area for installation of healing abutments). Results
showed a slower remodeling rate for fresh-frozen allogeneic bone grafts,
compared to the autologous material, associated with a higher resorption
rate in the first six months post-grafting, with no significant hematological

or serum alteration. The parameters associated with mini-implants



osseointegration (bone-to-implant contact and bone area between the
threads) were also similar between the two studied groups. We conclude
that, under the experimental conditions of this study, the fresh-frozen
allogeneic bone grafts proved to be inferior to autologous bone graft, with
a lower incorporation process, and an increased resorption six months
post-grafting, with no significant alterations in blood cell populations or
sera. The short term assessment of the parameters related to

osseointegration also showed similarity between the groups.

Keywords: Biocompatible materials; fresh-frozen bone allografts; bone

regeneration; homologous bone; osseointegrated implants.



1 INTRODUGCAO

Diversas técnicas tém sido usadas na tentativa de corrigir defeitos

6sseos no complexo maxilo-facial®

e, dentre elas, o enxerto 0sseo
autélogo se mantém como o0 método mais previsivel e melhor
documentado, sendo portanto considerado o método padrdo para a
correcdo desse tipo de defeito.® O grande problema, porém, é que tal
biomaterial, além de associado com morbidade, dor e perda de funcao
temporaria, também apresenta quantidade limitada, de acordo com a
anatomia da regido doadora, além da necessidade da criagdo de uma
area cirdrgica adicional®” #°.

Apesar de haver uma grande variedade de biomateriais que
possam ser utilizados como substitutos 0sseos ja disponiveis no mercado,
fator associado ainda a um avanco crescente no seu desenvolvimento e
aperfeicoamento, ainda ndo existe um biomaterial que traga todas as
gualidades, porém sem as limitacdes, do osso autdlogo, e esse € 0
principal fator que movimenta a busca por novos biomateriais, de outras
origens.

O uso de tecido 6sseo proveniente de bancos de tecidos, também
conhecido como enxerto homadlogo ou fresco congelado, tem aumentado
nos ultimos anos. A indicacéo desse tipo de biomaterial ocorre quando ha

auséncia de 0sso autélogo para captacdo, ou em casos aonde o paciente

apresenta resisténcia frente a necessidade de manipulacdo de um
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segundo leito cirargico para captacdo do biomaterial, atividade essa
freqlentemente associada a problemas na fase pds-operatoria, tais como
deiscéncia de sutura, dor e infeccéo®’.

Vantagens como facilidade de obtencdo em quantidade desejada,
reducao do tempo cirdrgico e a ndo necessidade da manipulacdo de uma
segunda area cirargica tornam o osso homolégo, captado junto a bancos
de tecido, uma alternativa viavel nas cirurgias de reconstrucdo éssea
prévias a reabilitacdo com implantes osseointegraveis®. Acredita-se que
este biomaterial atue como uma plataforma para a neo-formacdo éssea,
agindo preferencialmente como osteocondutor, e talvez como
osteoindutor®,

Quando comparado ao enxerto autélogo, o enxerto homologo
apresenta capacidade de revascularizacdo e remodelacdo mais lentas, e
a unido entre o leito receptor e 0 enxerto € obtida de forma consistente,
porém n&o uniforme’. A maior demanda de tempo necessario para
remodelacédo, a necessidade de respeito absoluto aos protocolos de
captacdo e processamento, para que nao ocorra contaminacao e o fator
psicologico de se utilizar um material obtido de cadaveres sdo as
desvantagens desse tipo de biomaterial enfocadas na literatura®.

A Portaria GM/MS n° 1686, de 20/09/2002, aprovou as normas
para autorizacdo de funcionamento e cadastramento de bancos de
tecidos musculo-esqueléticos, porém, ainda € pequeno 0 numero de

bancos de tecido musculo-esqueléticos ja em funcionamento (no Brasil,
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até o momento, sdo apenas seis com funcionamento autorizado). Nas
instituicOes autorizadas para tal fim, a selecao dos doadores, bem como o
processo de captacdo, armazenamento e estocagem do enxerto
homologo sdo realizadas de forma criteriosa, seguindo normas da
Associacdo Americana de Banco de Tecidos (AATB), a fim de diminuir a
antigenicidade, transmisséo de doencas, infec¢des e outras complicacdes
que possam advir desse procedimento?.

Além disso, embora o conceito de osseointegracdo® esteja
vastamente difundido no meio cientifico, trabalhos correlacionando a
instalacdo de implantes em éareas previamente preenchidas por
biomateriais homoélogos e a osseointegracdo alcancada por esses
implantes, de maneira criteriosa, s&o poucos e inconclusivos®’ 34,

Frente a isso, fica nitida a necessidade de esclarecimentos sobre o
comportamento biolégico do enxerto ésseo homédlogo e também das

caracteristicas da osseointegracdo de implantes de Titanio sobre esses

enxertos.



2 REVISAO DE LITERATURA

A revisao de literatura desta Tese é apresentada na forma de um

capitulo de livro e dois artigos cientificos, a seguir:

Capitulo de livro:

Spin-Neto R, Schwartz-Filho HO, Marcantonio E Jr, Marcantonio
RAC. Terapéutica periodontal regenerativa: técnicas cirdrgicas,
biomateriais e fatores de crescimento transformando o periodontista em
engenheiro tecidual. In: Tunes UR, Dourado M, Bittencourt S. Avancos
em Periodontia e Implantodontia - paradigmas e desafios. Nova Odessa:

Ed. Napoledo; 2011. p. 560-76.

Artigo 1:
Spin-Neto R, del Barrio RAL, Coletti FL, Marcantonio E,
Marcantonio E Jr. Tecido 0sseo homodlogo para utilizacdo em

Odontologia: revisao de literatura. Implant News. 2010;7:555-60.

Artigo 2:

Spin-Neto R, Gotfredsen E, Marcantonio Jr E, Wenzel A. Exploring
CBCT-based DICOM files. A systematic review on the properties of
iImages used to evaluate maxillofacial bone grafts. J Digit Imaging. 2011

Mar 30 [Epub ahead of print].



Rubens Spin-Neto » Humberto Osvaldo Schwartz Filho * Elcio Marcantonio Jr. » Rosemary Adriana C. Marcantonio

conceito de sucesso em Periodontia sofreu consideraveis modificagdes ao longo

das dltimas décadas. A ciéncia que no passado se preocupava basicamente em

conter o processo infeccioso que levava a destruigdo dos tecidos de suporte
dentario e em manter em fungdo os dentes afetados por essa perda de suporte, tem en-
frentado novos desafios a cada novo caso tratado.

Os conceitos multifatoriais sobre a dindmica da doenga periodontal ja estdo bem es-
tabelecidos, e a literatura nos traz novos dados n&o s6 sobre como controlar o agente
etiolégico principal dessa patologia (o biofilme), mas também sobre as interagdes entre
hospedeiro e biofilme que levam & perda dos tecidos. Esses conceitos tém feito que o
diagnéstico das doengas periodontais se torne mais preciso e precoce, permitindo que
o periodontista atue inserido no contexto de promogdo de salide, e ndo apenas no
tratamento da doenca.

Apesar disso, seria utdpico ndo encontrar, em qualquer populagdo que se deseje estudar,
dentes em que o processo de perda de tecidos periodontais ja tenha se instalado. Dessa
maneira, fica evidente que tdo importante quanto prevenir, diagnosticar e tratar a doenca
periodontal ativa, é devolver aos pacientes o tecido de suporte que ja foi perdido em
decorréncia dessa doenga, e juntamente com isso devolver também fungdo e estética as
areas afetadas. E séo exatamente essas duas palavras (fungéo e estética) que tém levado
a ciéncia (e, por consequéncia, a clinica) periodontal a um novo rumo - o da regeneragao
das estruturas teciduais perdidas no curso de progresséo da doenca.

Importante nessa fase é que se mantenha o foco na palavra “regeneragac’, e em tudo
que ela representa em termos de resultados clinicos e biolégicos. Tendo em vista que
nosso foco é o ressarcimento da forma e fungdo originais dos tecidos do paciente, o
conceito de regeneragdo mostra-se como nosso real objetivo, em detrimento do con-
ceito ja ultrapassado de “reparo tecidual’, em que ocorria a formag&o de tecidos cicatri-
ciais incapazes de devolver a arquitetura anatémica e morfofisiolégica ao periodonto®.

Recorrendo a literatura, sabemos que os protocolos ci-
rdrgicos convencionais, tais como a raspagem e alisa-
mento radicular com o uso de retalhos para exposicao
das areas afetadas, levam a uma substituicdo dos tecidos
periodontais perdidos por um epitélio juncional longo,
sem que existam tecidos de suporte entre esse epitélio e
a raiz dentéria, o que prejudica até mesmo o prognds-
tico desse dente ao longo do tempo®*. Em contrapar-
tida a esse conceito, a regeneragao periodontal tem sua
base na neo-formacéo do aparato de insercao dentario
perdido, com a presenga de 0sso, cemento e ligamento
periodontal, com organizagdo fisiolégica e morfolégica
capazes de sustentar a funcéo e estética ja abordadas.

A regeneracao tecidual tem seus alicerces em alguns pon-
tos basicos: a criacdo e manutencdo de um espaco fisico
onde possa haver a formacgo tecidual, espaco esse livre
de tecidos e células indesejaveis, e onde haja a protecéo
do coagulo sanguineo adjacente, tudo isso mecanicamen-
te estavel, de modo a favorecer a ocorréncia de vascula-
rizagdo e, por consequéncia, regeneragdo. Para garantir
que esses parametros fossem alcangados, os clinicos lan-
caram mao de arcabougos que guiassem o crescimento
tecidual e de membranas de protegdo que conferissem ao
sitio tratado essas caracteristicas, dando inicio a aplicagdo
dos biomateriais na regeneracgo tecidual®

Tais biomateriais, basicamente os enxertos 6sseos ou
enxertos com substitutos 6sseos, atuam fornecendo

organizagao estrutural para que possa haver regenera-
Gao tecidual, conduzindo o crescimento dos tecidos na
regido defeituosa e, com isso, favorecendo a vasculari-
zagao essencial para ocorréncia da regeneragao®. Atu-
almente, muito se tem discutido sobre biomateriais ca-
pazes nao s6 de conduzir o crescimento tecidual, como
também de induzir e amplificar esse crescimento, com
o auxilio de fatores de crescimento ou mesmo de cé-
lulas vidveis que possam ser inseridas no defeito a ser
regenerado durante o ato cirrgico. Podemos dizer que
estamos entrando em uma nova era na pesquisa relacio-
nada aos biomateriais, na qual variacoes fisicas, quimicas
e moleculares s&o discutidas de forma que tais biomate-
riais sejam cada vez mais personalizados e funcionais, de
acordo com o tipo de tecido a ser regenerado, em cada
aplicagao especifica®.

A soma dos conceitos de regeneragéo tecidual aos conhe-
cimentos crescentes sobre a ciéncia dos biomateriais deu
origem a um novo paradigma em relacdo a reconstrugéo
de tecidos perdidos em nosso organismo — a engenharia
tecidual. Em um artigo de reviso de literatura apresentado
por Langer & Vacanti em 1993%, o estabelecimento dos cri-
térios relacionados a engenharia tecidual de uma maneira
simples e direta fez que tal tema passasse a ser visto como
um objetivo plausivel dentro de nossa prética clinica, e a
triade biomateriais, células e fatores de crescimento tornou-
se cada vez mais presente nos relatos que os cirurgides-
dentistas encontram na literatura especializada
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O propdsito da engenharia tecidual é muito claro — es-
tabelecer novos protocolos clinicos para o tratamento e
regeneracao dos defeitos antes considerados de prognds-
tico duvidoso. Aliado a isso, tais protocolos preferencial-
mente devem desviar dos problemas de baixa biocom-
patibilidade ou funcionalidade das opges terapéuticas
antes disponiveis. Essa caracteristica faz que a engenharia
tecidual seja vista, hoje, como o objetivo final e ideal dos
tratamentos clinicos.®

Neste capitulo, propomo-nos a fornecer uma breve re-
visdo da literatura a respeito da engenharia tecidual re-
lacionada a clinica periodontal, abordando temas como
biomateriais, fatores de crescimento e as diferentes técni-
cas cirrgicas associadas a esse tema, mantendo um foco
critico em relacdo as opcGes terapéuticas que estardo dis-
poniveis ao clinico nos proximos anos

BIOMATERIAIS

A definicdo classica do termo biomaterial esta pautada no
conceito de que sdo os materiais utilizados na area médi-
ca ou biomédica, objetivando a interagdo com o sistema
biolégico. Em suma, podemos dizer que um biomaterial
compreende uma substancia ou combinacdo de substan-
cias, farmacologicamente inertes, de origem natural ou
sintética, utilizadas com a finalidade de tratar, substituir
ou aumentar a matéria viva (érgaos ou tecidos) cuja fun-
Gao foi perdida, e que podem ser usado tanto de maneira
transitéria como definitiva.

Para que o biomaterial execute sua funggo bioldgica com
sucesso, deve ser utilizado em intimo contato com os teci-
dos do individuo e, para tanto, deve possuir caracteristicas
como: biocompatibilidade, previsibilidade, aplicabilida-
de clinica, auséncia de riscos transoperatdrios e sequelas
pos-operatérias minimas, além de aceitagéo pelo pacien-
te.'? Espera-se, ainda, que o biomaterial ndo seja carci-
nogénico ou pirogénico, apresente estabilidade quimica
e bioldgica, resisténcia mecanica e elastica adequadas, e
que tenha custo compativel com sua aplicaggo.™

Apesar de haver uma grande variedade de biomateriais
substitutos 6sseos, associada a um avango crescente em
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seu desenvolvimento e aperfeicoamento, ainda néo existe
um biomaterial que preencha todos esses requisitos de
maneira satisfatoria.?

Artigos cientificos sobre defeitos dsseos criados experimen-
talmente e preenchidos com biomateriais sdo bastante co-
muns na literatura. Ponto pacifico nesses artigos seria o fato
de que um biomaterial ideal para implante 6sseo, de origem
ndo autbgena, deve ser esterilizavel, ndo toxico, ndo deve
induzir resposta imunoldgica e deve estar disponivel em
quantidades suficientes. Deve, ainda, ser capaz de induzir a
diferenciacdo de células em osteoblastos, sendo ao mesmo
tempo gradualmente absorvivel, fornecendo um suporte
condutivo para formagdo de um novo osso. Adicionalmente,
o material deve funcionar como uma barreira mecanica para
o crescimento de tecido fibroso ou invaginagdo de tecido
muscular para dentro do defeito.™”

Uma das maneiras classicas de classificar os biomateriais
é pautada em seu principio de atuagdo, ou seja, no efei-
to que se espera que tais materiais provoquem no tecido
6sseo, culminando na incorporagéo estrutural do material
enxertado ao leito receptor.** Nessa linha de pensamento,
existem trés subdivisGes:

» Materiais osteocondutores: sao aqueles materiais que
atuam como substrato para neoformagdo 6ssea, sem in-
duzir modificacdes celulares ou estimular a formacdo de
novas células. Um bom osteocondutor ofereceré uma es-
trutura tridimensional para que haja invaginacdo do tecido
vascular e das células mesenquimais indiferenciadas no in-
terior de seu arcabougo, facilitando e garantindo a organi-
zacao tecidual de maneira répida e funcional, resultando na
formacdo de uma nova matriz 6ssea.*>* Uma caracteristica
marcante dos biomateriais tidos como osteocondutores é
que sua implantagdo em sitios ndo dsseos ndo provoca a
formagdo de tecido mineralizado. Exemplos de materiais
osteocondutores sdo os enxertos autégenos, homdgenos
e alguns biomateriais ceramicos como o B-TCP

» Materiais osteoindutores: materiais com a capacida-
de de recrutar e induzir a diferenciacdo de células ainda
indiferenciadas em osteoblastos. Com isso em mente, po-
demos definir que um material osteoindutor verdadeiro
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terd a capacidade de levar a formacéo de tecido minerali-
zado mesmo quando implantados em sitios ndo dsseos."”
1ss0 se deve a acao de fatores de crescimento presentes
no proprio enxerto, como o fator de crescimento derivado
de plaquetas (PDGF), fator de crescimento de fibroblastos
(FGF), fator de crescimento endotelial vascular (VEGF), e
especialmente as proteinas morfogenéticas osseas, tam-
bém chamadas de BMPs.%>22) Os biomateriais autégenos
apresentam certa capacidade osteoindutora, porém, nos
Ultimos anos novos biomateriais, basicamente uma asso-
ciagdo de membranas de coldgeno e BMP tém feito da
osteoinducdo uma realidade clinica palpavel.?2??

» Materiais osteogénicos: sao aqueles materiais que
possuem osteoblastos ou demais células osteoprogeni-
toras vidveis, apresentando a capacidade de levar a ossi-
ficagdo direta.?” Esse principio de atuacdo é dependente
da sobrevivéncia de tais células ao transplante, depen-
dendo da manutencdo de sua nutri¢do.” De acordo
com a literatura, aquelas células localizadas dentro de
um raio de 300 pm de uma fonte sanguinea no periodo
inicial de cicatrizagdo, ou seja, antes da revascularizacao
do enxerto, sdo as que apresentam reais chances de
sobrevivéncia, sendo que as fontes celulares para essa
neoformacdo tecidual encontram-se principalmente na
medula 6ssea e no peridsteo.?>? O melhor exemplo de
biomaterial com caracteristicas osteogénicas continua
sendo 0 0ss0 autdgeno.

Nos Ultimos anos, mudancas tecnolégicas na producao
dos biomateriais e na obtencdo dos substitutos 6sseos
buscam conferir a esses materiais caracteristicas de os-
teoindugdo, osteocondugdo ou osteogénese, e esses fa-
tores s&o o grande foco atual da bioengenharia.2"28

Seguindo a linha da classificagdo dos biomateriais, eles po-
dem ainda ser classificados como bioestéaveis (permanen-
tes, utilizados na substituicdo por tempo indeterminado de
um tecido lesado, devendo possuir caracteristicas mecani-
cas e fisico-quimicas compativeis com tal fungdo) e bioab-
sorviveis (tempordrios, substituindo tecidos que necessitam
de um suporte que preencha apenas temporariamente a
regido lesada, até que a recomposigéo tecidual se concreti-
ze, ou ainda que direcione o processo regenerativo).?*

Ha, ainda, outra classificacdo que pode ser utilizada para
os biomateriais, em fungdo das caracteristicas fisico-
quimicas resultantes do seu processamento; classifica os
biomateriais em organicos e inorgénicos. Por exemplo,
0 0sso, geralmente bovino, é desmineralizado em con-
digbes controladas de pH e temperatura removendo-se
0s componentes inorganicos e celulares, restando predo-
minantemente coldgeno tipo I e, algumas vezes, residuos
de fatores de crescimento. O material inorgénico é obtido
por meio da desproteinizacdo do 0sso por processos ter-
moquimicos que removem sua por¢ao organica, restando
fundamentalmente hidroxiapatita (HA).?®

Apesar de todas as classificagdes apresentadas até o mo-
mento, a literatura demonstra que a maneira mais aceita
de dividir os biomateriais em grupos tem base em sua
origem. Os biomateriais para implante e enxertia podem
ser classificados de acordo com sua origem em quatro
grandes familias: autégenos ou autélogos; homogenos
ou homologos, aloplasticos e xenogénicos.

O biomaterial autdgeno é obtido de &reas doadoras do
préprio individuo. O homdgeno é obtido de individuos da
mesma espécie do receptor; os xenogénicos sao obtidos de
individuos de espécies diferentes do receptor, sendo mais
comumente obtidos de bovinos, e finalmente os aloplasti-
cos podem ser de natureza metalica, ceramica ou polimé-
rica.1*931 Bjomateriais metalicos sdo aqueles que apresen-
tam, quando na forma solida, ligacbes metélicas em sua
composicdo. Ja os ceramicos sao aqueles obtidos pelo cozi-
mento ou queima de minerais ndo metalicos, ao passo que
os poliméricos seriam compostos formados pela combina-
¢&o de unidades menores, unidas por ligagdes covalentes,
formando macromoléculas, tais como a quitosana.™

O enxerto autélogo é considerado o padréo-ouro atual-
mente, e é largamente empregado quando da necessida-
de de aumento do volume 6sseo, visto que é o biomaterial
que mais se aproxima de apresentar propriedades deseja-
veis como osteogénese, osteoconducdo e osteoindugao,
simultaneamente.®? Além disso, por ter origem no mesmo
individuo que iré receber o enxerto, a aceitacdo do proce-
dimento pelo organismo torna-se facilitada, sem risco de
rejeicdo. Contudo, inconvenientes dessa técnica podem
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ser descritos, como a necessidade de internagdo em al-
guns casos, necessidade de criacdo de uma segunda area
cirdrgica, maior periodo de convalescenca, susceptibilida-
de a infeccBes nos sitios doadores e, ainda, reabsorcéo
progressiva e constante.? Nem sempre a obtencdo de
quantidade e qualidade adequadas de osso autégeno é
simples, e os inconvenientes citados anteriormente podem
desencorajar o paciente a realizacdo do procedimento.

O tecido 6sseo autdgeno pode ser obtido de areas intra-
orais, como a sinfise e ramo mandibular, o processo coro-
noide e a tuberosidade maxilar, bern como de sftios extra-
orais, dos quais os mais utilizados s&o a calvaria e a crista
iliaca (anterior e posterior), de acordo com a literatura.®*3*
Clinicamente, em decorréncia das diferengas em relagao
a morbidade da érea doadora, volume de osso obtido e
taxa de reabsorcdo do enxerto, a escolha da area doadora
deve ser feita com base em critérios como o volume de
sse0 necessario para a reconstrucdo, morbidade minima
do sitio doador, 0 padrdo 6sseo do enxerto (cortical/me-
dular), a proximidade com o leito receptor, facilidade de
remogao e manipulagdo do enxerto, além de uma taxa de
reabsorgao que seja a menor possivel.#?

O padréo de incorporagéo biolégica dos enxertos ésse-
os autégenos também esta relacionado ao padrao dsseo
utilizado. Os enxertos corticais apresentam um contetido
celular reduzido e elevado grau de densidade e compac-
tagdo da matriz dssea organica e inorgénica, o que lhes
confere boas caracteristicas estruturais em detrimento
de propriedades biolégicas reduzidas, como, por exem-
plo, revascularizagdo mais lenta quando comparados ao
osso medular e menor componente celular, levando a um
processo de remodelacdo mais lento.®**% O osso medu-
lar, devido a sua organizagao tridimensional esponjosa,
com baixa densidade e alto componente celular, embora
ofereca um menor suporte estrutural em relag&o ao 0sso
cortical no momento do transplante, possui um maior po-
tencial de revascularizacao, e, portanto, de integracdo ao
leito receptor em um menor periodo de tempo.®” Com
isso em vista, fica nitido que a associacdo de material
cortico-medular faz o tecido apresentar as vantagens de
cada padrao 6sseo isoladamente, como a rapida incorpo-
ragao associada a um suporte estrutural imediato.®®
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Muito se discute sobre a importancia da origem embrio-
légica dos enxertos dsseos em relagdo ao seu comporta-
mento biologico, embora esse ainda seja um tdpico con-
troverso na literatura, visto que embora alguns autores
afirmem que o tecido 6sseo de origem intramembranosa
apresenta menores taxas de reabsorcdo e maior velocida-
de de revascularizacdo em comparagdo aos 0ssos de ori-
gem endocondral, ainda n&o existem evidéncias cientificas
suficientes para suportar essa informac&o.??

Dentre os biomateriais que tém sido propostos na litera-
tura atual, podemos citar também os polimeros naturais,
ja hé muito tempo estudados, mas ainda com resultados
bastante variados. Estudos que utilizam biopolimeros
como substitutos dsseos vao desde o uso de géis de qui-
tosana, extraida da casca de camar6es®™, até polimeros
produzidos com colageno para uso como scaffolds de trés
dimensdes, utilizados em engenharia tecidual“?, passan-
do por diversas outras substancias, como o metil-meta-
crilato®, Bis-GMA, polimero de mamona®?, entre outros.
3 Esses polimeros sdo, muitas vezes, agregados a outras
substancias, normalmente minerais, capazes de aumentar
sua resisténcia mecanica, compatibilizar seu tempo de re-
absorcdo a velocidade de formacdo odssea e favorecendo
0 aumento de sua viscosidade, facilitando seu uso. Atual-
mente, os minerais mais citados para essa finalidade sao
os biovidros e o fosfato tricalcio.*

Ha também o osso homoélogo, ou homdgeno, obtido de
bancos de tecido musculo-esquelético. O uso desse bio-
material aumentou 15 vezes durante a Ultima década, se
somadas suas aplicacbes em Ortopedia e Odontologia
“ 0O aumento na demanda por este material fez que o
numero de fornecedores capacitados também aumentas-
se, e hoje é possivel até mesmo obter fragmentos 6sseos
personalizados, moldados especificamente para o defeito
que desejamos preencher.“?

O uso de enxertos homdlogos, obtidos de bancos de teci-
dos, tornou-se particularmente comum em cirurgias orto-
pédicas, que demanda blocos dsseos extensos, utilizados
no tratamento de lesdes tibiais, femorais, colunares, entre
outras.“*2 Mais recentemente, o uso desse tipo de bioma-
terial em Odontologia também tem se tornado corriqueiro,
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principalmente nas cirurgias prévias a colocagao de implan-
tes, buscando aumento de espessura e altura Gsseas.®*%

Normalmente, blocos 6sseos congelados obtidos da re-
gido femoral ou patelar séo utilizados, sendo que a ob-
tengdo desse material deve ser feita em bancos de tecido
com seguranga garantida, preferencialmente daqueles
que seguem os protocolos de obteng&o e processamento
preconizados e certificados pela Associagdo Americana de
Bancos de Tecidos (AATB), ou ainda da Associacdo Euro-
péia de Transplantes MUsculo-Esqueléticos (EAMST). €48

Ha relatos na literatura do uso de osso homélogo desde o
inicio do século XIX, no entanto, foi o estabelecimento de
bancos de tecido musculo-esqueléticos, a partir da década
de 1950, que formalizou o uso desse biomaterial®” Ante-
riormente ao desenvolvimento das tecnologias de bancos
de tecidos, o osso homologo era utilizado fresco, assim
como obtido do cadaver ou de um doador vivo, embora,
nesses casos, riscos de contaminagdo ou rejeicdo devido
a reacbes imunoldgicas fossem aumentados, diminuindo
as taxas de sucesso do tratamento. Atualmente, os com-
ponentes celulares dos homoenxertos s&o removidos ou
mortos, na tentativa de prevenir a ocorréncia de rejei¢do.””

Embora existente, o risco de transmisséo de doengas por
meio desse biomaterial é reduzido por seu processamen-
to (0 material é obtido fresco, tem todo o contetdo celular
removido por centrifugagdo e congelamento a baixissima
temperatura), porém, esse mesmo processamento causa
deterioragdo de suas propriedades bioldgicas, por diminuir
sua resisténcia mecanica e eliminar toda a fase celular do
tecido, que é, portanto, considerado primariamente oste-
ocondutor, com pouca capacidade osteoindutiva. Apesar
disso, seu uso clinico tem aumentado e resultados prelimi-
nares demonstram que, apesar de apresentar um processo
de remodelacao mais lento, esse biomaterial pode ser usado
na regeneracéo de defeitos dsseos.” 7 Dados relacionando,
quantitativa ou qualitativamente, a capacidade de implantes
de titanio de osseointegrar-se em regides enxertadas com
0ss0 homalogo ainda sé&o inexistentes na literatura

Seguindo a implantacao de um enxerto homoélogo, ha um
enorme numero de processos que ocorrem causando sua

integragéo e remodelacdo. Isso é iniciado por uma rea-
¢do inflamatdria, a partir da qual as regides necréticas do
tecido implantado comecam a ser reabsorvidas, criando
espagos que permitam sua invasdo por vasos sanguineos,
e a chegada das células responsaveis pelo metabolismo
Osseo (osteoclastos e osteoblastos), responsaveis pela
remodelacdo da regido, que vai ocorrer gradativamen-
te. Os osteoclastos degradardo a matriz dssea homologa
enxertada, ao passo que os osteoblastos secretardo osso
novo, sempre de uma maneira progressiva, em um termo
conhecido atualmente como creeping substitution. Final-
mente, o enxerto homdlogo é completamente remode-
lado e substituido por osso novo, porém, o tempo exato
que essa finalizago levara para ocorrer ¢ indeterminado,
visto que é dependente de varios fatores, como o tipo do
enxerto utilizado (cortical ou esponjoso), a vascularizacdo
do leito receptor e a quantia de material necrético a ser
remodelado; alguns autores relatam que essa remode-
lagdo completa pode até mesmo n&o ocorrer durante o
periodo de vida do receptor, tdo longo o processo.” 74

Existem diversas configuracdes de osso homélogo dispo-
niveis atualmente, incluindo osso particulado, pastilhas de
cortical dssea, cubos de osso esponjoso e cubos mistos
(com osso esponjoso e cortical), sendo que muitas des-
sas configuracbes ndo poderiam nem ao menos ser con-
sideradas se trabalhassemos com osso obtido de origem
autéloga, principalmente devido ao comprometimento
estrutural que a retirada de tamanhas quantidades de te-
cido dsseo causaria ao sitio doador. Além disso, o osso ho-
mologo pode ser trabalhado de maneira muito especifica,
criando blocos esculpidos de forma personalizada, su-
prindo a necessidade exata de cada paciente. J& que ndo
existem células dsseas vidveis no osso homaélogo proces-
sado, ele ndo possui caracteristicas osteogénicas. O pro-
cessamento desse tecido, conforme proposto pela AATB,
inclui o debridamento fisico para remogao do tecido mole
e reducdo da carga celular, lavagem ultrassonica para re-
mover o restante das células e sangue, a lavagem e cen-
trifugacdo a baixas temperaturas (-80 °C) para desnaturar
as proteinas celulares e causar a inativagdo de qualquer
virus que possa existir, lavagem com antibiéticos (no caso
especifico do tecido processado para aplicacdo odonto-
logica, a legislagdo preconiza o sulfato de gentamicina)
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para matar bactérias, corte do tecido dsseo na geometria especifica, e esterilizagao, feita
por irradiagédo gama ou exposicao ao dxido de etileno (passo esse optativo), prévios ao
seu congelamento e liberacéo do lote de tecido para distribuicgo.” Esse processamento
faz que a capacidade osseoindutora desse tipo de enxerto seja muito pequena, ou até
mesmo inexistente.”®

Frequentemente o osso homologo é tratado como um material de receptor universal, ja
que o potencial imunolégico do tecido processado é reduzido por meio dos processos
de remogao celular e congelamento. No entanto, estudos em animais da mesma espécie
demonstraram que em alguns casos o transplante de tecido dsseo pode deflagrar respos-
ta imunologica, embora sua relevancia clinica seja desconhecida. Com isso em mente, e
sabendo que a unido do enxerto ao leito receptor, e suas caracteristicas funcionais, depen-
derdo da histocompatibilidade entre doador/receptor, alguns estudos verificaram que, em
animais, a administragdo de agentes imunossupressores pode melhorar o desempenho
dos enxertos homologos, em detrimento dos danos sistémicos causados ao paciente pela
medicagéo utilizada.” Poucos trabalhos retomaram as discussdes a respeito da importéan-
cia do fator imunolégico na incorporagao dos enxertos homaélogos, sendo que as opinides
a esse respeito continuam inconclusivas.

Pela observagéo da literatura produzida sobre o tema até o momento, observa-se que
as taxas de sucesso, entendido pela correta incorporagéo dos enxertos homdlogos, varia
entre 60 e 90%, avaliados de maneira clinica e radiografica, porém na area ortopédica.””#"
Ja na area odontoldgica, em que o termo sucesso vai muito além da mera incorporagdo
do enxerto, envolvendo a capacidade do enxerto osseointegrar implantes e, mais ainda,
suportar cargas mastigatérias ao longo dos anos, estudos citando taxas de sucesso s&o
ainda inexistentes.

REGENERAGAO TECIDUAL GUIADA E REGENERAGAO OSSEA GUIADA

Os principios bioldgicos e técnicos da RTG comegaram a ser definidos ja ha algumas
décadas, em estudos envolvendo a reconstrugdo de tenddes e de feixes nervosos.®#
Mais tarde, a idéia de se isolar um sftio anatémico com o uso de barreiras mecanicas que
selecionassem o tipo de célula (e, por consequéncia, de tecido) que viria a povoar deter-
minada regido passou a ser aplicada também em defeitos 6sseos maxilofaciais, incluindo
os defeitos periodontais. >

A consolidaggo da literatura na area levou ao surgimento de dois termos diferenciados,
dependendo do tipo de tecido cujo crescimento se deseja guiar. Aqueles dedicados ao
tratamento de defeitos periodontais propriamente ditos continuaram a usar o termo RTG
para as descri¢des das técnicas utilizadas, ao passo que nos estudos em que havia a
regeneracdo de defeitos 6sseos ndo periodontais, passou-se a utilizar a denominacéo
regeneragdo ssea guiada (ROG) para a técnica.®?
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Mantendo nosso foco na RTG, a literatura mostra que tal
técnica é capaz de prevenir a migracao apical dos tecidos
epiteliais e conjuntivos periodontais em sitios em superfi-
cies radiculares acometidas por doenca.®”* Isso acontece
porque as membranas utilizadas seriam capazes de pro-
ver um espaco fisico seguro para a migracdo de células
do ligamento periodontal e de células mesenquimais indi-
ferenciadas em direcdo a raiz do dente exposta, levando
a regeneracdo do periodonto naquela regido.”” * Além
disso, as membranas utilizadas auxiliam na protegdo do
coagulo sanguineo durante as fases iniciais da cicatriza-
G&o e mantéém o espaco fisico necessério para que haja
a formac&o de um novo aparato de insercao periodontal,
ou seja, conduzindo o crescimento tecidual, porém, sem
efeitos indutores ou génicos sobre as células.®

Os estudos atuais tém considerado a RTG em dmbitos
diferentes, seja como forma de se obter recobrimento
radicular perdido, com um foco mais limitado aos teci-
dos moles periodontais, ou de uma maneira mais ampla,
quando defeitos 6sseos também estdo presentes e sua
regeneracdo se mostra necessaria para o restabeleci-
mento da harmonia periodontal. Na primeira situagao,
um estudo de revisdo sistematizado concluiu que, em-
bora a utilizagdo de RTG sozinha ou associada a bioma-
teriais promova ganho estatisticamente significativo de
recobrimento radicular (com interferéncia inclusive nos
niveis de insercdo clinica e tecido queratinizado), outras
técnicas, tais como os enxertos de tecido conjuntivo su-
bepitelial, levariam a resultados mais expressivos.® Le-
vando em conta também a necessidade da regeneragdo
de defeitos 6sseos periodontais, um estudo, também de
revisdo sistematizada, concluiu que a RTG proporciona
melhores resultados quando comparada & raspagem de
campo aberto, levando a ganhos mais expressivos de ni-
vel de insercdo clinica. Nesse caso, a associagdo de bio-
materiais as técnicas de RTG proporcionou uma melhora
de resultados, quando os defeitos tratados se referiam a
areas de furca.!®

Ja para a ROG, podemos dizer que sua indicagdo é ainda
mais vasta frente ao avanco da Implantodontia e da ex-
trema dependéncia que esta Ultima apresenta de um ar-
cabougo 6sseo suficientemente denso e bem estruturado

para suportar os implantes ao longo dos anos. Dessa for-
ma, podemos dizer que a ROG possui aplicacbes que
vao desde a correcdo de defeitos, como deiscéncias e fe-
nestraces dsseas ao redor de implantes, até a correcao
de defeitos dsseos mais amplos, que impegam sua colo-
cagdo, ou ainda em sitios afetados por peri-implantite,
com indices de sucesso variados de acordo com o tipo
de técnica utilizada ™ %%

Fator decisivo para a RTG e a ROG, as membranas uti-
lizadas devem ser também avaliadas de maneira crite-
riosa. Na técnica regenerativa, apos a obtencdo de um
retalho mucoperiésteo e do debridamento do defeito,
a membrana deve ser sempre colocada de forma a re-
cobrir toda a area que se deseja regenerar, excedendo
suas margens em pelo menos 2 mm. Na sequéncia, o re-
talho é reposicionado sobre a membrana e suturado de
maneira invariavelmente oclusiva, criando um ambiente
isolado. Para tal, espera-se que as membranas utilizadas
exercam funcoes tais como a de permeabilidade seleti-
va (permitindo a passagem de plasma e de nutrientes, e
ndo a passagem de células), biocompatibilidade, suporte
fisico, manutengdo de espago e prevengdo da formagdo
de cicatrizes

O tipo de membrana utilizada (absorvivel ou nao absor-
vivel) pode interferir nos resultados obtidos, dependendo
da localizacao e configuracdo do defeito a ser tratado®®,
mas a heterogeneidade dos estudos abordando esse as-
pecto mantém esse assunto em pauta de discussdo. Ponto
pacifico é que para a escolha da membrana, fatores como
as suas propriedades fisicas (diretamente relacionadas a
criagdo/manutencdo de espago para a ocorréncia da re-
generagdo) e, no caso das membranas reabsorviveis, seu
tempo de reabsorcdo, devem sempre ser considerados.
Enquanto as membranas ndo reabsorviveis apresentam
melhores propriedades fisicas, as reabsorviveis proporcio-
nam uma menor possibilidade de exposicdo com o tem-
po, diminuindo, com isso, o risco de contaminagéo, fator
extremamente delicado para o sucesso da técnica.t®1%%
Quando ndo expostas, a manutencdo da membrana por
periodos de tempo mais longos (4 meses para a mandibu-
la e 6 meses para a maxila) esté associada a formagéo de
maior quantidade de tecido 6sseo.% 108
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Tao importante quanto a selecao da membrana adequa-
da, a fixagdo adequada dessas barreiras se mostra como
condicdo sine qua non para o sucesso da cicatrizagdo nos
sitios tratados, visto que a movimentacdo da membra-
na durante essa fase pode influenciar o tecido que sera
formado.® Outros fatores, tais como o habito de fumar,
também aumentam as taxas de insucesso das técnicas de
RTG e ROG, devido principalmente as alteracdes de vas-
cularizagdo que ocorrerdo nos tecidos da mucosa oral.**

FATORES DE CRESCIMENTO

Como ja abordado previamente, a regeneracdo das es-
truturas periodontais constitui um complexo multifatorial,
regulado pela interacdo entre células, matrizes de tecido
ou biomateriais, horménios e fatores de crescimento ou
diferenciacdo. Essas interacdes deflagram uma série de
eventos que levam a neoformacao tecidual, porém, por
caminhos ainda n&o totalmente compreendidos pela cién-
cia."*¥ Nos Ultimos anos, avancos nas técnicas de biologia
celular e molecular contribuiram para um melhor entendi-
mento do verdadeiro potencial dos fatores de crescimento
como parte da terapia regenerativa periodontal, e diver-
sos fatores de crescimento e diferenciacdo passaram a ter
sua acdo sobre o tecido 6sseo e periodontal estudados.™?

De uma maneira resumida, os fatores de crescimento
sdo proteinas ou polipeptidios que regulam e mediam
as reagdes biolégicas naturais. Tais substancias atuam
nos eventos de reparo tecidual, tais como proliferacao
celular, quimiotaxia, diferenciacdo e sintese de matriz ex-
tracelular, e normalmente agem por meio de sua ligagdo
com receptores especificos presentes na superficie das
células-alvo.™ Exemplos classicos de fatores de cresci-
mento que tém sido testados em regeneragéo periodon-
tal sdo o FGF (fator de crescimento de fibroblastos), o
IGF (fator de crescimento semelhante & insulina), o TGF-B
(fator de crescimento de transformacéo B) e o PDGF (fa-
tor de crescimento derivado de plaquetas). Alguns fato-
res de crescimento tém sido didaticamente denominados
fatores de diferenciagao, devido ao tipo de agdo que tem
sobre os tecidos. Esse € o caso das BMPs (proteinas mor-
fogenéticas dsseas), uma familia de proteinas derivadas
dos TGF-B que age em todas as fases do tecido 6sseo,
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desde o controle da migracdo, divisdo e diferenciacao
celular, até a organizacao do tecido 6sseo e controle dos
mecanismos de apoptose celular.™¥

FATOR DE CRESCIMENTO DE FIBROBLASTOS (FGF)

O FGF interfere em uma ampla rede de efeitos biologi-
cos, como mitose, angiogénese e quimiotaxia, agindo em
células oriundas dos trés folhetos embrionarios — endo-
dérmicas, ectodérmicas e mesodérmicas (como as células
Osseas, cartilaginosas e do ligamento periodontal). Dessa
forma, o FGF se mostra como um fator multifuncional, ca-
paz de induzir a regeneragdo em uma série de tecidos,
como os tecidos periodontais.**

A literatura sugere que o FGF é capaz de estimular de
maneira significativa a regeneracdo do tecido dsseo e
periodontal, servindo como terapia adjunta aos proce-
dimentos cirtrgicos convencionais usados para essa fi-
nalidade.®" Essa conclusdo estd pautada em resultados
obtidos desde os primeiros estudos com esse fator de
crescimento e vem sendo confirmada até os dias atuais.
Estudos classicos, como o de Eppley et al.*¥, que testou
essa substancia em associacdo ao enxerto ésseo autoge-
no em mandibulas de ratos irradiados, obtendo um bom
restabelecimento do contorno ésseo mandibular, com
cicatrizacdo melhorada e reduzida taxa de necrose ou
sequestro dsseo na area enxertada, tem sido confirmado
e complementados em pesquisas recentes

Por exemplo, um estudo com animais de defeitos intrads-
seos de trés paredes tratados com FGF em diferentes dosa-
gens, associado a técnicas de RTG, demonstrou superiori-
dade do tratamento regenerativo periodontal baseado em
FGF quando comparado ao tratamento de RTG isolado, em
cées (apds 6 semanas) e primatas (apds 8 semanas).“'” Em
humanos, um estudo clinico randomizado controlado de
fase Il recente™® (no qual um amplo nimero de pacien-
tes é tratado com a mesma técnica ou medicamento, no
intuito de se avaliar sua efetividade e a seguranga da per-
sisténcia de seu uso como alternativa terapéutica), no qual
74 pacientes com defeitos infradsseos periodontais de duas
ou trés paredes foram tratados com uma associagdo entre
biomaterial (gel de hidroxi-propil-celulose) e recombinante
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humano (rh) de FGF, obteve resultados positivos, com um
aumento significativo na altura do osso alveolar avaliado
nove meses apods a terapia, sugerindo que tal substancia
estimula a regeneracao periodontal também em humanos.

FATOR DE CRESCIMENTO DERIVADO DE PLAQUETAS (PDGF)

O PDGF atua ligando-se a receptores existentes na maio-
ria das células de origem mesenquimal, como os osteo-
blastos, estimulando a agdo dessas células em processos
regenerativos, como mitose, quimiotaxia e secrecdo de
matriz, além de promover angiogénese, sendo, portanto,
fator essencial no mecanismo regenerativo.™? A literatura
sugere que o proprio epitélio gengival é uma fonte rica de
PDGF que pode ser utilizado para regeneracao periodon-
tal, e ainda que a expressdo de receptores para essas pro-
tefnas é aumentada em é&reas onde houve dano tecidual
em decorréncia da prépria injdria sofrida pelo tecido.*?

Aliteratura a respeito do efeito do PDGF in vitro e em mode-
los animais é vasta, € nos mostra que, embora ainda nao haja
uma definigdo de concentragéo e carreador ideal (o que pa-
rece ser uma constante para todos os fatores de crescimento
atualmente estudados), tal proteina estimula as células rela-
cionadas & regeneracéo do aparato de suporte periodontal,
fazendo que os tratamentos com base nesse tipo de tera-
péutica apresentem melhores resultados quando compara-
dos aos tratamentos regenerativos tradicionais 1120

Um estudo clinico randomizado e controlado, multicen-
tro e de fase Il (no qual um grande ndmero de pacien-
tes € tratado com a mesma técnica ou medicamento, no
intuito de se confirmar sua efetividade, monitorar efeitos
colaterais, comparar seu uso aos tratamentos tradicio-
nalmente utilizados para a mesma finalidade, além de
garantir a seguranca da persisténcia de seu uso como al-
ternativa terapéutica) avaliou o uso do rhPDGF associado
ao B-Tri-Célcio-Fosfato (B-TCP) no tratamento de defeito
intradsseos com 4 ou mais milimetros de profundidade.
Os resultados clinicos e radiograficos obtidos apds 3 e
6 meses de estudo ndo demonstraram os mesmos be-
neficios citados na literatura nos estudos prévios, o que
levantou duvidas sobre a validade da terapia com PDGF
no tratamentos em humanos.*"

FATOR DE CRESCIMENTO SEMELHANTE A INSULINA (IGF)

A familia dos IGF é constituida pelo IGF-1 e II, que tém
a capacidade de se ligar a trés diferentes receptores,
atuando como mediadores biologicos e com a pos-
sibilidade de interagir no ciclo de diferenciacdo das
células do ligamento periodontald?212 e também no
metabolismo 6sseo.12)

O IGF-I estimula in vitro a producdo de matriz extracelular
e a proliferagdo de fibroblastos gengivais e do ligamento
periodontal, de uma maneira dose e tempodependente,
porém, sem afetar a adesdo, migracao e expressao de co-
lageno do tipo I por essas células.®2

A literatura atual sugere que o IGF, isoladamente, ndo é
capaz de estimular as atividades celulares de maneira a
interferir positivamente na regeneragdo tecidual®?’, com
efeitos limitados ou inexistentes.®*

Apesar disso, o IGF-I pode interagir de forma sinérgica
com outros fatores de crescimento como o PDGF e o
FGF, melhorando a regenerac&o dos tecidos periodontais
de suporte em geral, em modelos animais®?® e huma-
nos*¥, indicando que mais atengdo deve ser dada em
pesquisas futuras as interagdes entre o IGF e os demais
fatores de crescimento.’”

FATOR DE CRESCIMENTO DE TRANSFORMAGAO B (TGF-B)

O TGF pode ser encontrado em alta concentracdo nas pla-
quetas e no proprio tecido 6sseo, regulando diferenciacao
e replicacdo celular, inibindo ou estimulando o crescimento
celular, modulando inclusive a agdo de outros fatores como
o PDGF e FGF. O TGF-B estimula a sintese de matriz ex-
tracelular pelas células do ligamento periodontal, aliado ao
fato de que a expressdo dos receptores para tal molécula
se mostra aumentada nos tecidos periodontais regenera-
dos, sugerindo que essa substancia interage na dinamica
da regeneracéo periodontal. Apesar disso, os estudos sobre
a relevancia clinica do uso desse fator de crescimento ainda
sdo contraditorios, e esse questionamento ndo respondido
nos estudo em modelos animais faz que mais estudo sejam
necessarios para se avaliar o valor dessa terapia.®*”
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PROTEINAS MORFOGENETICAS OSSEAS (BMPS)

Como citado antes, as BMPs sao didaticamente denominadas fatores de diferenciacao,
devido ao tipo de agdo que tém sobre os tecidos.*! A principal diferenga entre as BMPs
e os fatores de crescimento ja citados é que as primeiras atuam principalmente nas células
precursoras, ainda indiferenciadas, guiando tais células para a regido do defeito, forcando
sua multiplicagdo e diferenciaco, e, por consequéncia, levando a formagéo de tecido. Os
demais fatores de crescimento atuam preferencialmente em células ja diferenciadas, agin-
do principalmente por meio do aumento da secrecdo de matriz por essas células.??% 3%

As BMPs séo proteinas secretadas por células e capazes de agir de maneira parécrina ou
autdcrina sobre as células do tecido dsseo, estabelecendo organizaggo em um ambito ce-
lular e tecidual e induzindo a formacao de matriz 6ssea, sendo, dessa forma, considerada
como molécula osteoindutora.** Os estudos com BMPs comecaram na década de 1960,
tendo por base o uso de matriz 6ssea desmineralizada em defeitos criados em musculo
de ratos, o que levou a descoberta de que havia alguma substancia na matriz 6ssea que
levava a formacao ectdpica de 0sso. A essa substancia deu-se o nome de BMP@#1-153

Atualmente, a familia das BMPs conta com mais de 20 proteinas, e seu uso em engenha-
ria tecidual tem sido extensivamente estudado, inclusive para a regeneragao de tecidos
periodontais.®*¥ Dentre elas, a Gnica que ja apresenta liberagdo para uso clinico comer-
cial € a BMP-2, mais especificamente seu recombinante humano (rhBMP-2), embora sua
indicagdo em humanos ainda ndo seja para o tratamento de defeitos periodontais, e sim
para preenchimento de alvéolos de extracdo e cirurgias de levantamento do assoalho
do seio maxilar@ # 139

Ainda que as propriedades osteoindutivas do recombinante humano da BMP-2 sejam
reduzidas em comparagdo a BMP purificada e extraida de 0ssos®*9, seu uso se dissemi-
nou devido ao fato de a primeira ser livre de contaminagdo por outras proteinas, elimi-
nando-se o risco de transmissdo de doencas ou infeccbes nos enxertos, mantendo-se
a atividade osteoindutora.®* 3%

Estudos em animais demonstrando o uso de rhBMP-2 em defeitos periodontais criticos
testaram uma gama diversa de carreadores, doses e intervalos de cicatrizagdo, chegando
sempre a resultados com significativa formacéo dssea, muitas vezes relacionada ao tipo
de biomaterial carreador e & criacdo de um espaco fisico para que a regeneracao ocor-
resse. Nesses estudos, a BMP-2 também induziu a formag&o de cemento sobre as raizes
dentérias, porém, sem a existéncia de um novo ligamento periodontal com fibras bem
orientadas.®* Na maioria dos casos, um tecido fibroso ocupou o espaco do ligamento
periodontal, e em periodos mais tardios, é possivel observar anquilose ou ainda casos de
reabsorcdo dssea nas regides em contato com esse tecido.®**14 Apesar disso, também
existemn alguns estudos que mostram que a regeneracao ossea e periodontal (cemento)
nao foi acompanhada por ancilose ou reabsor¢éo tecidual.®# 14
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De uma maneira geral, 0 que se pode dizer é que os
estudos pré-clinicos mostram que a rhBMP-2 induz a
formagao de osso em defeitos criticos no esqueleto ma-
xilofacial, e que o osso neoformado apresenta as mes-
mas caracterfsticas do osso “residente” da regido rege-
nerada.* Apesar disso, ainda sdo necessarios estudos
clinicos que validem o uso dessa técnica em humanos,
principalmente em relagéo & possibilidade de regene-
racdo de tecido periodontal de protecdo por completo,
incluindo osso, cemento e ligamento periodontal, bem
como da definigdo precisa dos carreadores e dosagens
mais eficientes para tal finalidade.

CONSIDERAGOES FINAIS

Os defeitos periodontais séo morfologicamente caracte-
rizados como defeitos supra ou infradsseos, defeitos de
furca ou recessGes gengivais, ou ainda a combinag&o des-
tes. Na literatura, a configuragdo do defeito se apresenta
como um importante fator que pode predizer os resulta-
dos das técnicas regenerativas usadas em cada caso. A
anatomia da regido, associada a quantidade e distribuicao
dos componentes vasculares e celulares ao redor do de-
feito tratado, também exerce fator crucial nas terapias de
regeneragdo periodontal. Tais componentes, sejam eles de
origem periodontal ou alveolar, mostram-se reduzidos em
defeitos dsseos de uma ou duas paredes, em defeitos de
furca extensos (classes Il e Ill) e nos defeitos supra-alveola-
res, interferindo diretamente nos resultados da terapia re-
generativa empregada.®* 7 Isso faz desses defeitos um
desafio constante para os periodontistas.

Nas Ultimas décadas, estudos que associam técnicas cirir-
gicas regenerativas, biomateriais e fatores de crescimento
colocaram a disposicéo dos periodontistas novas possibi-
lidades de tratamento, associadas sempre ao restabeleci-
mento completo da anatomia e funcdo perdida em decor-
réncia do colapso dos tecidos periodontais. Discutir quais
dessas técnicas (e se) vao se transformar no padrao-ouro

do tratamento periodontal é tarefa delicada e ambiciosa,
tendo em vista que a cada dia novas possibilidades sur-
gem, muitas vezes sem o embasamento técnico cientifico
que se espera antes de transformar um tratamento expe-
rimental em modelo clinico. Do nosso ponto de vista, uma
prova de que ainda existem muitas ddvidas sobre o real
beneficio dos tratamentos regenerativos aqui discutidos é
a auséncia de conclusdes sobre eles na literatura no sen-
tido de se sugerir uma opcao definitiva quando queremos
restabelecer o tecido periodontal perdido.

Consultando a literatura de uma maneira sistematizada
em busca por tais respostas, vemos que os fatores que
mais interferem no surgimento de uma solugéo definitiva
sdo — além, é claro, da complexidade do problema a ser
resolvido — a variabilidade de critérios e técnicas emprega-
das nos estudos, impedindo que os clinicos fagam compa-
ragGes diretas entre técnicas e resultados. De modo geral,
os estudos levam a crer que a combinagdo de substitu-
tos dsseos com técnicas de regeneragdo tecidual benefi-
cia, ainda que de forma discreta, a quantidade de tecido
6sseo em areas antes defeituosas. Mas, de uma maneira
mais ampla, é diffcil obter resultados generalizados sobre
demais parametros que devam ser considerados quando
pensamos em regeneragdo periodontal. 4

Como citado no inicio deste capitulo, o propdsito da en-
genharia tecidual é estabelecer novos protocolos clinicos
para o tratamento e regeneracéo dos defeitos antes con-
siderados de progndstico duvidoso, fazendo dessa ciéncia
o objetivo final e ideal dos tratamentos clinicos."® Falta,
ainda, trazermos esses conceitos para a clinica, avaliando
criteriosamente os resultados desses novos protocolos para
a salide de nossos pacientes, de maneira que os novos pa-
radigmas do tratamento das doengas periodontais estejam
pautados ndo apenas na aplicagdo de tecnologia de ponta
em nossos tratamentos, mas também na reflexdo de que
devemos sempre manter nosso foco clinico em resultados
mais completos e duradouros para nossos pacientes.
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RESUMO

O uso de enxertos dsseos provenientes de bancos de tecidos, também conhecidos como
enxertos homoélogos, tem aumentado nos ultimos anos, embora a maioria dos usudrios
deste biomaterial ainda apresente duvidas em relacdo a sua captacdo e processamento.
O objetivo deste trabalho foi fazer uma revisao da literatura sobre a utilizacdo do osso
homologo em Odontologia, bem como sobre a legislacdo envolvida na utilizacdo deste
material. Estudos sobre fatores como métodos de selecdo dos doadores, riscos de infec-
cao cruzada e técnicas de processamento deste biomaterial ainda sdo escassos, porém,
fundamentais para que, aliados aqueles sobre a aplicabilidade do mesmo, embasem a
sua utilizacéo clinica.
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ABSTRACT

The use of bone grafts from bone tissue banks, also known as bone allografts, has increased
in the last years, although most of its users still have concerns on resources and processing
protocols. The objective of this paper was to make a literature review about the use of bone
allografts in Dentistry, and also about the legal considerations regarding this biomaterial.
Studies regarding the donor selection, the cross-infection risks and processing protocols
of this biomaterial are still rare but essential, and allied to those regarding its clinical
application, can base its use.
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Introducao

O uso de tecido dsseo proveniente de bancos de tecidos,
conhecido como enxerto homélogo, tem aumentado nos tlti-
mos anos. A indicacdo deste biomaterial ocorre na auséncia
de osso autélogo para captacao, ou em casos onde o paciente
apresenta resisténcia frente a necessidade de manipulacdo
de um segundo leito cirtrgico para captacdo do enxerto;
atividade esta frequentemente associada a problemas na
fase pos-operatoria, tais como edema, dor e infecgaol.

Vantagens como facilidade de obten¢do na quantidade
desejada, redugao do tempo cirtrgico e a ndo necessidade
da manipulacdo de uma segunda 4rea cirdrgica tornam o
osso homolégo uma alternativa interessante nas cirurgias
de reconstrucéo éssea prévias a reabilitacdo com implantes
osseointegraveis?. Acredita-se que este biomaterial atue
como uma plataforma para a neoformacdo 6ssea, agindo
preferencialmente como osteocondutor®.

A Portaria GM/MS n° 1686, de 20/09/2002, acrescida
pela RDC n° 220, de 27/12/2006, aprovou as normas para
funcionamento e cadastramento de bancos de tecidos
musculoesqueléticos; nas instituicoes autorizadas para tal
fim, a selecdo dos doadores, o processo de captacdo, arma-
zenamento e estocagem do enxerto homoélogo devem ser
realizados de forma criteriosa, seguindo néo s6 a legislacao
brasileira, mas também as normas da Associacao Americana
de Banco de Tecidos (AATB), para diminuir antigenicidade,
transmissao de doencas, infeccoes e outras complicacoes
que possam advir desse procedimento®.

Embora, teoricamente, exista o risco de transmissao de
doencas através deste biomaterial é reduzido pelo proces-
samento (o material € obtido fresco, congelado a baixissima
temperatura e tem todo o seu contetido celular removido).
Porém, este mesmo processamento causa deterioragdo das
suas propriedades bioldgicas, por diminuir a resisténcia
mecanica e eliminar toda a fase celular do tecido®.

Frequentemente, o osso homoélogo é tratado como um
material receptor universal, j& que o potencial imunolégico
do tecido processado é reduzido através dos processos de
remocao celular e congelamento. No entanto, estudos em
animais da mesma espécie demonstraram que em alguns
casos o transplante de tecido 6sseo pode deflagrar resposta
imunoldgica, embora sua relevancia clinica seja desconhe-
cida®.

Neste trabalho, o objetivo foi fazer uma revisao da lite-
ratura sobre a utilizacdo de osso homoélogo em Odontologia,
bem como sobre a legislacdao envolvida na aplicacao deste
material, baseando-se em artigos publicados e indexados no
Medline, publicados nos ultimos 25 anos, e também em leis,
decretos, portarias e resolugdes publicados pelo Ministério
da Saude e pela Anvisa — Agéncia de Vigilancia Sanitdria —e
que regulamentam o funcionamento dos bancos de tecido
musculoesqueléticos brasileiros.
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Tecido 6sseo homologo

O tecido 6sseo autdlogo é considerado o padrdo ouro
para enxertia e é largamente empregado quando da ne-
cessidade de aumento do volume 0sseo, visto que é o mais
completo em termos de propriedades como osteogénese,
osteoconducao e osteoindugdo. Além disso, por ter origem
no mesmo individuo que ird receber o enxerto, a aceitacao
do procedimento pelo organismo torna-se facilitada, sem
risco de rejeicdo. Contudo, inconvenientes desta técnica
podem ser descritos como a necessidade de internagdao em
alguns casos, necessidade de criacdo de uma segunda area
cirargica, maior periodo de convalescenca, susceptibilidade
a infecgbes nos sitios doadores e, ainda, reabsorcao progres-
siva e constante’. Nem sempre a obtencdo de quantidade
e qualidade adequadas de osso autdlogo é simples e os
inconvenientes citados anteriormente podem desencorajar
o paciente a realizagcdo do procedimento.

Dentre os biomateriais que tém sido propostos na lite-
ratura atual, had o osso homologo, obtido de bancos de tecido
musculoesquelético. O uso deste biomaterial aumentou 15
vezes durante a ultima década® e isso fez com que o nimero
de fornecedores capacitados também aumentasse; hoje é
possivel obter fragmentos 6sseos personalizados, moldados
especificamente para o defeito que deseja-se preencher®.

Ha relatos na literatura do uso de osso homoélogo
desde o inicio dos anos 1800, porém, foi o estabelecimento
dos BTME's, na década de 1950, que formalizou seu uso®°.
Anteriormente ao desenvolvimento das tecnologias de
processamento de tecidos, o osso homoélogo era utilizado
fresco, obtido do caddver ou de um doador vivo, embora
nestes casos, riscos de contaminagdo ou rejeicdo devido a
reacgdes imunologicas fossem aumentados. Atualmente, os
componentes celulares dos homoenxertos sao removidos ou
mortos, na tentativa de prevenir a ocorréncia de rejeigao’.

O uso de enxertos homologos tornou-se comum em
cirurgias ortopédicas, onde havia a demanda de blocos
Osseos extensos, utilizados no tratamento de lesoes tibiais,
femorais, colunares, entre outras'*!. Mais recentemente, o
uso em Odontologia também se tornou corriqueiro, princi-
palmente nas cirurgias prévias a colocacdo de implantes,
buscando aumento de espessura e altura 6sseas!®.

Normalmente, blocos 6sseos congelados obtidos da
regido femoral ou patelar sdo utilizados, sendo que a sua
obtencdo deve ser feita em bancos de tecido com seguranca
garantida, preferencialmente daqueles que seguem os pro-
tocolos de obtencao e processamento preconizados e cer-
tificados pela Associacdo Americana de Bancos de Tecidos
(AATB), ou ainda da Associacao Europeia de Transplantes
Musculoesqueléticos (EAMST)?.

O processamento deste tecido, conforme proposto pela
AATB, inclui o debridamento fisico para remocéao do teci-



Seguindo a implantagdo de um enxerto homdlogo, hd um numero enorme de
processos que ocorrem, causando sua remodelacgdo. Isso é iniciado por uma
reacdo inflamatoria, a partir da qual as regioes necréticas do tecido implantado
comec¢am a Ser reabsorvidas, criando espacos que permitam sua invasao por
vasos sanguineos, e a chegada das células responsdveis pelo metabolismo dsseo
(osteoclastos e osteoblastos), atuando na remodelagdo gradativa da regido.
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do mole e reducao da carga celular, lavagem ultrassonica
para remover o restante das células e de sangue, lavagem
com etanol para desnaturar as proteinas celulares e causar
a inativacdo de qualquer virus que possa existir, lavagem
com antibiéticos para matar bactérias, corte do tecido 6sseo
na geometria especifica e esterilizacao, feita por irradiacao
gama ou exposicdo ao 6xido de etileno, prévios ao seu con-
gelamento e liberacdo do lote de tecido para distribuicao®.
Esse processamento faz com que a capacidade osseoindutora
deste tipo de enxerto seja muito pequena, ou até mesmo,
inexistente’.

Seguindo a implantagdo de um enxerto homologo, ha
um nimero enorme de processos que ocorrem, causando sua
remodelacdo. Isso é iniciado por uma reacao inflamatoria,
a partir da qual as regides necroticas do tecido implantado
comecam a ser reabsorvidas, criando espagos que permitam
sua invasdo por vasos sanguineos, e a chegada das células
responsaveis pelo metabolismo 6sseo (osteoclastos e oste-
oblastos), atuando na remodelacdo gradativa da regido. Os
osteoclastos irdo degradar a matriz 6ssea homdloga enxer-
tada, enquanto que os osteoblastos irdo secretar osso novo,
sempre de uma maneira progressiva, em um termo conhecido
atualmente como creeping substitution. Finalmente, o enxer-
to homélogo é completamente remodelado e substituido por
0sso novo, porém, o tempo exato que essa finalizacédo levara
para ocorrer é indeterminado, visto que é dependente de
vérios fatores, como o tipo do enxerto utilizado (cortical ou
esponjoso), a vascularizacao do leito receptor e a quantidade
de material necroético a ser remodelado?’.

Comparado ao enxerto autdélogo, o enxerto homologo
apresenta capacidade de revascularizacdo e remodelacdo
consideravelmente mais lentas e a unido entre o leito re-
ceptor e o enxerto é obtida de forma consistente, porém,
ndo uniforme!®. A maior demanda de tempo necesséario
para remodelacao, a necessidade de respeito absoluto aos
protocolos de captacdo e processamento, para que nao
ocorra contaminacdo, e o fator psicolégico de se utilizar

um material obtido de caddveres sao as desvantagens mais
enfocadas na literatura®.

Na literatura observa-se que as taxas de sucesso,
entendido pela correta incorporacdo dos enxertos homo-
logos, varia entre 60 e 90%, avaliados de maneira clinica
e radiogréfica, porém, na area Ortopédica?!'%?2, J& na area
Odontolégica, onde o termo sucesso vai muito além da
mera incorporac¢ao do enxerto, envolvendo a capacidade do
enxerto osseointegrar implantes e suportar cargas mastiga-
térias ao longo dos anos, estudos citando taxas de sucesso
sdo ainda inexistentes.

Legislacao

Tao importante quanto o conhecimento sobre as bases
bioldgicas do uso dos enxertos homoélogos é o entendimento
da situacao legal que embasa a utilizacado dos mesmos, de
tal modo que o cirurgid@o-dentista que opte por este tipo de
biomaterial possa ter todo o respaldo legal quando de sua
utilizacao.

A Lei federal n©9.434, de 4 de fevereiro de 1997, dispos
sobre “remocdao de 6rgaos, tecidos e partes do corpo humano
(de cadaveres ou doadores vivos) para fins de transplante
e tratamento, além de dar outras providéncias legais sobre
o tema"%. Tal Lei foi alterada pela Lei n® 10.211, de 23 de
marco de 2001, no que diz respeito a expressdo de vontade
pela doacédo de drgaos e tecidos, que s6 podera ser feita na
"dependéncia da autorizacdo do coénjuge ou parente, maior
de idade, obedecida a linha sucessoria, reta ou colateral, até
o segundo grau inclusive, firmado em documento subscrito
por duas testemunhas presentes a verificagdo da morte"*.

Nestas Leis?*?° ficou estabelecido que transplantes ou
enxertos s6 serdo feitos com o consentimento expresso do
paciente receptor, apos aconselhamento sobre as caracteris-
ticas e os riscos envolvidos no procedimento. Nos casos em
que o receptor for juridicamente incapaz ou que nao esteja
apto a manifestar sua vontade, o consentimento podera ser
feito por um de seus pais ou responsaveis legais. Tais Leis
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também estabeleceram ainda que é proibido a veiculacéo,
através de qualquer meio de comunicacao, de publicidade
dos estabelecimentos autorizados a realizar transplantes e
enxertos, relativa a estas atividades ou de apelo publico no
sentido da doagdo de tecidos ou 6rgaos.

Ainda de acordo com a Legislacao, é obrigatério, para
todos os estabelecimentos de satde, informar as centrais de
notificacdo, captacdo e distribuicdo de 6rgdos da unidade
federada onde ocorrer o diagndstico de morte encefélica feito
em pacientes por eles atendidos??*. Além disso, "remover
tecidos, 6rgdos ou partes do corpo de pessoa ou cadaver,
em desacordo com as disposicoes destas Leis configura
crime, com pena de reclusao, de dois a seis anos, e multa,
de 100 a 360 dias multa, se o crime é cometido mediante
pagamento ou promessa de recompensa ou por outro motivo
torpe; ou ainda com pena de reclusédo por até dez anos, se o
crime é praticado em pessoa viva, e resulta para o ofendido
incapacidade para as ocupacdes habituais por mais de 30
dias, perigo de vida, debilidade permanente de membro,
sentido ou funcéao, aceleragdo de parto, incapacidade para
o trabalho, enfermidade incuravel, perda ou inutilizacdo de
membro, sentido ou funcao, deformidade permanente ou
aborto, e finalmente com pena de reclusdo de até 14 anos
se o crime é praticado em pessoa viva e resulta morte' 34,

Para o cirurgido-dentista é fator relevante e que pode
ser considerado como crime, com pena de reclusao que pode
chegar a até 20 anos, o "ato de comprar ou vender tecidos,
6rgéos ou partes do corpo humano ou promover, intermediar,
facilitar ou auferir qualquer vantagem com a transacao e ain-
da realizar transplante ou enxerto utilizando tecidos, 6rgaos
ou partes do corpo humano de que se tem ciéncia de terem
sido obtidos em desacordo com os dispositivos legais”, ou
ainda “recolher, transportar, guardar ou distribuir partes do
corpo humano de que se tem ciéncia de terem sido obtidas
em desacordo com os dispositivos legais"?*?*. Com isto em
vista, fica claro que é essencial ao cirurgido-dentista possuir
conhecimento sobre a legalidade do banco de tecidos do
qual o mesmo solicita estes tecidos e, principalmente, se o
mesmo estd de acordo com as normas vigentes.

No intuito de se preservar a dignidade do doador e
para ndo causar constrangimentos a sua familia, também é
considerado crime passivel de detencao "deixar de recompor
cadédver, devolvendo-lhe aspecto condigno, para sepulta-
mento ou deixar de entregar ou retardar sua entrega aos
familiares ou interessados"?*2*. Nesses casos, cabe a equipe
médica que faz a captacdo dos 6rgéos e tecidos realizar tal
reconstrucao.

Em relacdo especificamente a doacédo de tecidos mus-
culoesqueléticos, a Portaria GM/MS n° 1.686, de 20 de
setembro de 2002, acrescida pela RDC/Anvisa n° 220, de
27/12/2006, aprova as normas para autorizacao de funcio-
namento e cadastramento de bancos de tecidos musculo-
esqueléticos?>26,
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Nesta Portaria, frente a necessidade de regulamen-
tar a “captacado, protecao ao doador e ao receptor, coleta,
processamento, estocagem, distribuicdo e transplante de
tecidos musculoesqueléticos e na tentativa de coibir que
tais praticas sejam realizadas, em todo o territério nacional,
seja por pessoas fisicas ou juridicas, em cardter eventual ou
permanente, por servicos que estejam em desacordo com o
ordenamento estabelecido” foram estabelecidas as normas
para autorizacao de funcionamento e cadastramento de
BTME's, sendo que todos devem ser vinculados ao SUS?,

Pela Portaria, entende-se por BTME "o servico que,
com instalacdes fisicas, equipamentos, recursos humanos
e técnicas adequadas, seja destinado a captacédo, triagem
clinica, laboratorial e sorolégica, coleta, identificacdo, pro-
cessamento, estocagem e distribuicdao de tecido musculo-
esquelético de procedéncia humana para fins terapéuticos
ou de pesquisa"?.

Tais bancos poderao funcionar independentemente do
fato de serem privados ou vinculados ao SUS, com licenca
de funcionamento emitida pela Anvisa, além da autorizacao
dada pelo Sistema Nacional de Transplantes, em conformi-

No intuito de se preservar
a dignidade do doador
e para ndo causar
constrangimentos a
sua familia, também
é considerado crime
passivel de detencao
“deixar de recompor
caddver, devolvendo-lhe
aspecto condigno, para
sepultamento ou deixar de
entregar ou retardar sua
entrega aos familiares ou
interessados”**!, Nesses
casos, cabe a equipe
médica que faz a captagdo
dos 6rgaos e tecidos realizar
tal reconstrugao.




dade com as Normas internacionais que regem a utilizacao
desse tipo de tecido. Para que seja autorizado a funcionar,
além do cumprimento das Normas aprovadas nas Leis, o
Banco deve comprovar que estard aberto e em funciona-
mento para atendimento das demandas nas 24 horas do dia,
todos os dias, e assegurar o controle e garantia de qualidade
dos procedimentos, equipamentos, reagentes e correlatos®.

A garantia da qualidade dos tecidos musculoesque-
léticos distribuidos é de responsabilidade do BTME e a
responsabilidade médica e técnica final de sua utilizacdo
¢é do cirurgido transplantador ou profissional. O Banco de
Tecidos pode fornecer tecidos por ele processados para
realizacédo de transplantes, "tanto em carater privado como
pelo SUS, somente a servigos que estejam devidamente au-
torizados pelo Sistema Nacional de Transplantes a realizar
seu implante"?®. No caso dos cirurgides-dentistas, estardo
autorizados a utilizar esse biomaterial os especialistas em
Periodontia, Cirurgia Bucomaxilofacial ou Implantodontia
que solicitarem seu cadastro junto a Central Nacional de
Captacéo e Doacédo de Orgaos (CNCDO). O cadastro pode
ser feito pelo envio on-line da documentacao, que envolve
a copia da inscricdo no Conselho da categoria (CRO) e c6-
pia do titulo de especialista devidamente registrado, sem
qualquer custo adicional?.

Na legislacéo ficou estabelecido que € responsabilidade
do banco de tecidos avaliar clinica e laboratorialmente todos
os tecidos musculoesqueléticos, até mesmo radiografica-
mente, “... a fim de identificar possiveis contraindicacoes
a seu emprego e garantir, por meio de protocolos, a padro-
nizacao relativa aos processos e ao controle da qualidade
dos tecidos musculoesqueléticos humanos que estejam sob
sua responsabilidade, mantendo registros dos processos de
controle e garantia de qualidade dos procedimentos, equipa-
mentos, reagentes e correlatos, além de disponibilizar para
a equipe responsavel pelo transplante, todas as informacoes
necessarias a respeito do tecido a ser utilizado, bem como
sobre seu doador, mantendo em sigilo a sua identidade"*.

De acordo com a legislagdo, o banco devera ainda
manter arquivo préoprio com todos os dados de identificacao
e técnicos sobre os receptores e tecidos - captados, proces-
sados, armazenados e distribuidos - por no minimo 25 anos
e enviar relatérios mensais a CNCDO sobre as atividades
de captacao e distribuicao de tecidos do Banco, garantindo
assim sua rastreabilidade. O BTME deve assegurar "... a
formacéo e aperfeicoamento de recursos humanos responséa-
veis por todas as etapas envolvidas no processo — captacao,
triagens clinica, laboratorial e soroldgica, coleta, identifi-
cacao, processamento, armazenamento e distribuicdo dos
tecidos musculoesqueléticos —, estabelecendo programas de
ensino, pesquisa e desenvolvimento tecnoldgico nas areas
de interesse de banco de tecidos e transplante de tecidos
musculoesqueléticos"?.

Revisdo da Literatura | Caderno Cientifico

Desta forma, até novembro de 2009, alguns bancos
de tecido brasileiros forneciam cursos de capacitacao para
profissionais, alunos dos cursos de Especializagdo, interessa-
dos na utilizagdo deste material, mas que nao poderiam ser
cadastrados como autorizados a utiliza-lo, devido a falta do
titulo de especialista. Feito este curso, o cirurgido-dentista
ficava autorizado a solicitar tecidos apenas no banco que
lhe ministrou o curso, vinculado ao que é chamado de
"Projeto Piloto" pelos bancos que ministram tais cursos. Tao
logo o cirurgido obtivesse o titulo de especialista, o mesmo
poderia alterar seu cadastro junto a CNCDO e passaria a
utilizar qualquer um dos bancos disponiveis. Essa situacdo
foi modificada em 04/11/2009, quando a Coordenacao Geral
do Sistema Nacional de Transplantes optou por suspender a
existéncia desses "Projetos Piloto" e fez com que haja neces-
sidade de cadastramento dos profissionais junto a CNCDO
de seu estado para que o mesmo esteja habilitado a captar
biomaterial homoélogo, sem que isso interfira na realizacao
de cursos que informem e capacitem os profissionais que
desejam usar esse recurso em sua pratica clinica.

Atualmente, no Brasil existem seis BTME's com auto-
rizacdo de funcionamento, que podem ser procurados pelos
cirurgides-dentistas como fontes de material homoélogo para
enxertia. Quatro deles estao localizados na regidao sudeste do
pais, trés no estado de Sdo Paulo (Unioss Marilia, Hospital
das Clinicas das USP — Sédo Paulo e Faculdade de Medici-
na da Santa Casa de Sdo Paulo) e um no estado do Rio de
Janeiro (Instituto Nacional de Traumatologia e Ortopedia
—Into). Os outros dois bancos autorizados estdo localizados
na regido Sul do pais, um na cidade de Passo Fundo (RS),
vinculado ao hospital Sdo Vicente de Paulo e o outro na ci-
dade de Curitiba (PR), vinculado ao Hospital das Clinicas da
Faculdade de Medicina da Universidade Federal do Parand.

Conclusao

Nesta revisdo da literatura foram abordados pontos
sobre a utilizagdo do osso homoélogo em Odontologia e
sobre a legislacdo envolvida na utilizagdo deste material.
Mais estudos sobre os resultados clinico-odontolégicos da
aplicacao deste biomaterial sdo necessarios e fundamentais
para, aliados ao conhecimento juridico que embasa sua
utilizacdo, ratificar a sua utilizacao clinica.
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Abstract Previous studies suggests that cone beam com-
puterized tomography (CBCT) images could provide
reliable information regarding the fate of bone grafts in
the maxillofacial region, but no systematic information
regarding the standardization of CBCT settings and
properties is available, i.e., there is a lack of information
on how the images were generated, exported, and analyzed
when bone grafts were evaluated. The aim of this study was
to (1) do a systematic review on which type of CBCT-based
DICOM images have been used for the evaluation of the
fate of bone grafts in humans and (2) use a software
suggested in the literature to test DICOM-based data sets,
exemplifying the effect of variation in selected parameters
(windowing/contrast control, plane definition, slice thick-
ness, and number of measured slices) on the final image
characteristics. The results from review identified three
publications that used CBCT to evaluate maxillofacial bone
grafts in humans, and in which the methodology/results
comprised at least one of the expected outcomes (image
acquisition protocol, image reconstruction, and image
generation information). The experimental shows how the
influence of information that was missing in the retrieved
papers, can influence the reproducibility and the validity of
image measurements. Although the use of CBCT-based
images for the evaluation of bone grafts in humans has
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become more common, this does not reflect on a better
standardization of the developed studies. Parameters
regarding image acquisition and reconstruction, while
important, are not addressed in the proper way in the
literature, compromising the reproducibility and scientific
impact of the studies.

Keywords CBCT - Bone graft - Windowing - Plane
definition - Slice thickness

Introduction

Bone volume and bone quality are factors of particular interest
in determining the optimal location for placing dental
implants and for their prognosis over time [1]. The necessity
for an adequate bone volume, providing sufficient ridge
height and width for functional and esthetic implant therapy,
made bone grafting a common and well-documented
procedure in dental practice during the last decades [2].

The gold standard evaluation method used to character-
ize the fate of the grafted bone over time has been a
histological evaluation of a sample of the graft, but in the
literature also other methods have been developed for this
purpose, mainly biomechanical, biomolecular, and non-
invasive imaging methods [3-5].

Recent developments of cone beam computerized tomog-
raphy (CBCT) have facilitated the evaluation of the grafted
region. CBCT may be an efficient tool to evaluate bone
remodeling compared to medical CT scanning since it has a
relatively low acquisition time and patient dose, and the
images are suitable for evaluation of treatment results at
various post-operative periods in longitudinal studies [6, 7].

DICOM (Digital Imaging and Communications in
Medicine) has become the standard format protocol for
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large image data sets such as CBCT-based data sets [8].
There is a wide range of software able to import DICOM
files and export sections or images in other formats, which
can later be used for specific measurements [9].

Although the literature suggests that CBCT images could
provide reliable information regarding the fate of the bone
graft [10, 11], systematic information regarding the protocols
of the image-oriented software evaluating the grafts is not
available. There seems to be no standardization regarding the
CBCT settings, properties, and radiation dose. There is also a
lack of information on how the images were generated,
exported, and analyzed when bone grafts were evaluated in
specific software. This may lead to inconsistencies that can
compromise the scientific value of the generated images, and
subsequently the outcome measures based on these [9].

For the evaluation of bone grafts, measurements of bone
volume, height, width, and density have been used to
conclude on the fate of the grafted bone [6, 12]. Studies
have reported on successful bone healing based on bone
density information retrieved from CBCT-based data [13],
but density values can be questioned due to distortion of
Hounsfield Units (HU) in CBCT imaging, i.e., scanned
regions of the same density in the skull can have different
gray scale values in the reconstructed CBCT data set [14].

Our objective was to (1) do a systematic review on
which type of CBCT-based DICOM images have been used
for the evaluation of the fate of bone grafts in humans,
retrieving scientific evidence regarding the image acquisi-
tion, reconstruction, and generation parameters and (2) use
a software suggested in the literature to test DICOM-based
data sets, exemplifying the effect of variation in selected
parameters (windowing/contrast control, plane definition,
slice thickness, and number of measured slices) on the final
image characteristics.

Material and Methods

The MEDLINE (PubMed) bibliographic database was
searched from 1950 to October 2010 for reports on the
use of cone beam CT images for the evaluation of bone
grafts. The search strategy was limited to human studies in
English language publications using the following com-
bined terms in the search strategy: (cone beam CT OR cone
beam tomography OR CBCT) AND (graft OR bone OR
transplant OR augmentation).

The electronic search was supplemented with a “hand”
search of Journal of Periodontology, Clinical Oral Implants
Research, International Journal of Oral and Maxillofacial
Implants, The Journal of Oral Implantology, Journal of
Oral and Maxillofacial Surgery, Journal of Clinical
Periodontology, and International Journal of Periodontics
and Restorative Dentistry.
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Studies examining the fate of maxillofacial bone grafts
based on CBCT-image evaluation qualified for inclusion.
Data extraction included information regarding (1) image
acquisition, (2) reconstruction, and (3) generation methods,
including the software used to generate the evaluated
images. All references were screened by one reviewer,
and the accuracy of data extraction was verified separately
by all authors.

Based on the information retrieved from the examined
papers, software was chosen to be used in the DICOM
image sets of test patients. Parameters regarding image
reconstruction and generation were changed in order to test
their interference in the final image used for clinical
decision making. For that, DICOM image sets were
acquired from bone-grafted patients, using an i-CAT
Classic (Imaging Sciences International, USA), with a
resolution of 96 dpi, 14-bits gray scale, and 0.25 mm voxel
size, and set to 120 kVp, 5 mA, 20 s exposure time.
Characteristics such as windowing (contrast control), plane
definition, and number and thickness of measured sections
were addressed, focusing on how the information, which
was missing in the retrieved papers, can influence the
reproducibility and the validity of measurements. The
research protocol was approved by the Araraquara School
of Dentistry Ethics Committee.

Results
Review Search Results

The search strategy yielded 527 publications in MEDLINE
(PubMed). “Hand” search did not reveal any additional
papers. The initial screening of the articles was conducted
using the abstracts and key words, but when these were
unclear or unavailable, the full text was used.

Screening yielded 12 citations that potentially met the
inclusion criteria, but nine papers were excluded for the
following reasons: two papers regarded the possibility of
using CBCT in the evaluation of bone surgery, including
bone grafts, but without clinical results [15, 16]; one paper
was in vitro [17]; one paper was based on the fate of the
donor area and not the fate of the graft [18]; two papers
were based on other techniques to achieve bone augmen-
tation—membrane alone and split-crest technique [19, 20];
one paper did not aim at evaluating the outcome of CBCT
[21]; and two papers regarded the use of CBCT in the
planning of the implant to be inserted in the grafted area,
but did not concern the graft itself [22, 23].

Three publications were identified that used CBCT to
evaluate maxillofacial bone grafts in humans, and in which
the methodology/results comprised at least one of the
expected outcomes (image acquisition protocol, image
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Table 1 Summary of sample characteristics of the included studies

Study Sample characteristics

Number of patients
(years)

Age range Type of graft

Number of  Period of examination

examinations

Hamada et al. 2005 [33] 13 (6 males/7 females) 8-38
Gapski et al. 2008 [32] 1 (female) 53

Oberoi et al. 2009 [34] 21 (15 males/6 females) 7-13

Onlay (does not specify from 1
where the blocks were retrieved)

Inlay (bovine hydroxyapatite 3
and bone allograft)

Onlay (blocks retrieved from 2
the iliac crest)

Between 2 and 51 months post-
surgery

Baseline, immediate post-operative
and 6-month control

Baseline and a minimum of
12 months after surgery

reconstruction, and image generation information). The
selected papers included one case report [24] and two
prospective (consecutive cases) studies [25, 26].

Review Retrieved Results

Tables 1, 2, and 3 show the information retrieved from
these studies.

The studies differed notably with respect to image
acquisition, generation, and reconstruction. In total, the
included papers reported the fate of the graft in 35 patients
using CBCT as the evaluation method [24-26].

All patients had alveolar defects located in the maxilla,
34 of them in the anterior region (onlay bone grafts) and
one in the posterior (sinus lift—"“inlay” bone graft). In one
study, autologous bone retrieved from the anterior iliac
crest was used as grafting material [26], and one study used
a mix of bovine hydroxyapatite and bone allograft [24]. The
third study did not report the origin of the grafts [25].

Two studies had a baseline image to be compared with the
final image [24, 26], and the only study with a fixed
evaluation interval was the case report [24]. One study
reported complete information regarding the image acquisi-
tion protocols (acquisition time, kilovoltage (kV), miliampere
(mA), image resolution, and slice thickness) [25].

All studies were based on measurements made directly
in the DICOM rendering software, but none of them
reported information regarding the windowing (contrast
control), which was used to visualize bone. Two studies
displayed information on how the orientation plane for

generation of image sections was defined, and also how the
sections were oriented, and how many sections were
evaluated [25, 26].

The three studies used different software to reorient and
render the DICOM files. One study was based on software
that runs an exclusive file extension (ICAT Vision), i.e., the
DICOM files were converted to another format before the
images were accessed and measured [24]. The other two
[25, 26] were based on DICOM manipulating software;
only one of which is still available on the market (Amira,
Visage Imaging Inc., USA). This piece of software was
therefore chosen for the next phase of our study.

Experimental Results

Results from the experiment are based on the software
Amira 5.3.1 (Visage Imaging, USA), used in an earlier
version in one of the previous studies [26]. This software
has been used for medical purposes since 1995. We used
the most recent version, which was still available in the
market when the paper was written (September 2010).

Windowing

None of the selected papers described this issue. The used
software does not predefine specific values for different
types of tissue, but allows the user to change the values,
and therefore the view, to the image’s mapped values. We
evaluated five values for the center level (L) and band
width (W) of the displayed shades of gray, and these values

Table 2 Summary of the image acquisition protocols used in the included studies (nd = no data)

Study Image acquisition protocol

Acquisition time kV mA

Voxel resolution

CBCT equipment

Hamada et al. 2005 [33] 20.48 s 80 10
Gapski et al. 2008 [32] nd nd nd nd
Oberoi et al. 2009 [34] nd nd nd nd

0.117 mm

PSR 9000 (Asahi Roentgen Ind. Co. Ltd., Kyoto, Japan)
i-CAT (Imaging Sciences International, Hatfield, USA)
MercuRay (Hitachi Medical Corporation, Tokyo, Japan)
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Image reconstruction protocol

Table 3 Summary of the image reconstruction protocols used in the included studies (nd = no data)

Study

@ Springer

Slice

Direct measurement/  Resolution Windowing Plane orientation definition Measured slices
exported image

DICOM orientation Image rendering software

software

thickness

1.0 mm

7 (1 central,
3 buccal,

Based on central panoramic curve

Direct measurement Images not nd

Hamada et al. 2005 [33] VIP station imaging Not used

of each subject, and subsequent
sections based on that curve

nd

exported

(Cemax-Icon Inc.,

and 3 palatal)

Fremont, USA)
nd

Gapski et al. 2008 [32] nd

nd

Direct measurement Images not nd

ICATVision (Imaging Sciences

exported

International, Hatfield, USA)
Amira 3.1.1 (Visage Imaging, USA) Direct measurement Images not nd

Five well-defined planes delimitating All from the ROI 0.4 mm

a ROI, in which the sections

were analyzed

CB Works 2.01

Oberoi et al. 2009 [34]

exported

(CyberMed Inc.,
Seoul, Korea)

were based on what is suggested when evaluating i-CAT-
based DICOM images (W=2,272 and L=1,758, which
allows the maximum intensity projection visualization;
W=1,858 and L=1,131, suggested for tooth visualization;
W=2,829 and L=1,803 suggested for panoramic image
visualization; W=3,086 and L=667 suggested for the
visualization of cross-section images of the jaws; and
finally W=3,285 and L=2,061 suggested for cephalometric
evaluation).

The subjective differences between the images generated
using the five settings for the windowing can be seen in
Fig. 1. It is clear that depending on the # and L, the limits
of the bone are more or less conspicuous, and therefore
measurements may vary.

Plane Definition

The selected software does not allow the creation of
individualized planes for image segmentation. This made
it more difficult to find the correct sections that would
intercept the evaluated region perpendicularly. Therefore, it
is complex to obtain standardized transversal slices of the
region of interest (ROI), which will become a problem
when measuring graft height and width.

In Fig. 2, the same ROI is shown in different planes. The
ROl is from the posterior maxilla, and the correct transverse
section of the area to be grafted can be seen in the coronal
plane (a), while the sagittal plane (c¢) shows an image,
which is useless for height and width assessment. In the
anterior region, the transverse sections (perpendicular to the
evaluated region) are found on the sagittal plane as shown
in Fig. 1. The ideal software should facilitate the creation of
individualized new planes allowing the generation of exact
bucco-palatal transverse images of the graft.

Section Thickness

In the selected software, the module that allows image
segmentation and windowing does not allow changes in
section thickness. The voxel resolution is therefore the
thickness of the displayed section. Although restrictive,
image standardization can be achieved in this way. Another
module in the software (Multi-planar Viewer) allows
section thickness manipulation, but is not connected to
windowing adjustment. To exemplify how section thickness
modification can influence the characteristics of the final
image, Fig. 3 illustrates images of the same region
generated using different section thickness values, ranging
from 0.25 to 10 mm.

The subjective evaluation of these images reveals that
the thickness of the sections affects the appearance of the
reconstructed image, e.g., superimposition of anatomic
structures and bone grafts/screws is seen in thick sections.
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Fig. 1 Test anterior grafted
region displayed using different
values for the center level (L) and
band width (W) of shades of gray
displayed. The figures on the top
left represent W/L

This “anatomical noise” can disturb images interpretation.
This is illustrated in Fig. 4, with a thick section (30 mm)
providing a final image in which it is impossible to
delineate grafts placed at different sites.

Number of Sections

We generated a set of images of a grafted region at three
different time periods: baseline (before grafting procedure),
immediately after surgery, and 6 months post-operatively.
The images were acquired using a windowing definition
able to show transverse (sagittal) sections (#=3,086 and
L=667), the section thickness was 0.25 mm and the interval
between the sections was 1.0 mm, until a complete
mapping of the grafted block was fulfilled.

Figure 5 shows that different results are obtained if only
a central image of the graft is used to measure height and
width compared to the information shown on sections 4D
and 4E with their adjacent sections, such as 4A/4B and 4G/
4H. When comparing the same grafted region at different
time periods, the ideal should be to obtain a full profile of
the bone area, allowing the visualization of the final
“volume” of the area (complete width and height profile).

Discussion

The success rate associated with dental implant treatment
is directly related to the bone volume and quality
surrounding the implants, and therefore special attention
has been given in the literature to bone-grafting procedures
and how to evaluate the fate of the grafts [1-5, 27, 28].
Previous literature has agreed on histology as the “gold
standard” evaluation method to evaluate bone graft remod-

Fig. 2 Test posterior grafted
region displayed in different
planes. a Coronal, b axial, and
¢ sagittal

eling, but an alternative method could be non-invasive
imaging [4-12, 16, 18, 20, 37, 38].

A new imaging method for dentistry, CBCT has enabled
3D display of bone structures, which facilitates the
assessment of boundaries of bone in areas selected for
implant placement [29, 30]. The possibility of 3D manip-
ulation and segmentation of the generated images has
increased the value of this method. The parameters can be
varied in order to attain images of the region(s) of interest,
ranging from section thickness to the mapping of scalar
values stored with the image that will be shown to the user
(windowing, or contrast control) [29, 31].

Data transfer between workstations connected to a
CBCT scanner follows the DICOM standard protocol [8,
31]. DICOM packages include information regarding
patient information, image acquisition, and the list of
images that correspond to axial sections to form 3D images,
allied to a “map” of how the images must be oriented to
generate the final images [7]. The CBCT manufacturers
provide software to generate DICOM files of the exams,
but there is also a wide range of software able to import
DICOM files, work on them, and export sections of images
in other formats [7, 31], and those images can later be used
for various measurements [9]. A major problem is,
however, that the selection of parameters related to image
generation and manipulation in CBCT imaging, including
the selection of software, cross-sectional slice thickness,
inter-slice interval, windowing (contrast control), and
resolution, seems to have been performed almost arbitrarily
[29].

The intention of our review was to recapitulate how
human bone grafts have been evaluated in studies using
CBCT-based DICOM data sets and illustrate the deficien-
cies associated with the lack of standardization. In the
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Fig. 3 Test anterior grafted
region displayed using different
values for section thickness (the
figure on the fop left)

systematic review, three publications were identified that
used a CBCT technique to evaluate maxillofacial bone
grafts in humans, together with at least one of the outcomes
under review (image acquisition protocol, image recon-
struction, and generation information) [24-26]. Included
papers reported the outcomes of 35 maxillary grafted
patients. The way images were acquired, generated, and
reconstructed differed notably in these studies, and only one
study provided complete information for image acquisition
(time, kV, mA, and resolution) [25]. This information is
extremely relevant in order to compare studies in the
literature since these parameters can directly influence the
characteristics of the final images [32]. The imaging
protocol should concern population dose and image quality.
The estimation of fatal cancer risk arising from oral and
maxillofacial CBCT imaging has increased from 23% to
224% following new recommendations for calculating
effective dose [33], and radiation dose is directly connected
to the acquisition time, along with other factors such as
FOV, mA, and kV [34]. It is important to emphasize that
the “ALARA” principle should always be applied, thus the
protocol (i.e., radiation dose) must be tailored to each case.
The majority of the screened studies did not provide
complete information regarding these variables. However,
standardization over time is essential, since after window-
ing and leveling adjustments technique artifacts and noise
may be minimized by software manipulation [34].
Pertaining to image quality, the literature still lacks
evidence since no studies seem to have been conducted on

S

Fig. 4 Test anterior grafted region displayed using a section thickness
of 30 mm. It is impossible to delineate the two bone graft blocks
present in the image, and the superimposition of the screws and
anatomic structures impedes assessment of the grafts

@ Springer

the relationship between dose and quality for CBCT.
Studies on medical CT scanning are not comparable with
CBCT since the resolution of the CBCT devices used in
dentistry is higher, with small voxel sizes and also with a
different signal-to-noise-pixel size correlation, derived from
quantum statistics [33]. The structural details of a CBCT-
based image are directly related to the voxel size, and
depending on the purpose of the images, this may play a
decisive role [35]. No information regarding the effects of
different voxel sizes on the evaluation of bone grafts was
found in the literature.

All selected papers concluded on results from measure-
ments made directly in the image rendering software or in
the DICOM orientation software; however, they were poor
in presenting how the images were generated. The first
point to address is the contrast control of the displayed
image, also known as “windowing”. For DICOM images,
visualization is based on a threshold filter, which assigns a
binary value, either transparent or visible, to each voxel
based on its gray level value [7]. For most DICOM
orientation software, the user is able to define the critical
value that splits the voxels into visible and invisible, or, in
other words, the windowing of the image. This result in a
rendered image is composed of all visible voxels. As
shown by our test images, different windowing values
provide different final images when different values
for the center level (L) and band width (W) of shades of
gray are used. This may influence linear and volumetric
measurements.

Cortical bone, bone trabeculae, and intertrabecular tissue
have varying densities, and in traditional medical CT these
different densities can be interpreted using HU, providing a
quantitative assessment of bone density as measured by its
ability to attenuate an X-ray beam. However, density
differences present a challenge when examining CBCT
images. The displayed grey levels in CBCT systems are
arbitrary and do not allow for the assessment of bone
quality as performed with HU in medical CT [36]. In
CBCT, image grey shades range between black and white,
and the displayed shades can be arbitrarily limited to a large
or small window within a contrast control scale. The
windowing can be raised or lowered depending upon the
absorption value of the material of interest, but at the same
point the examiner must be able to decide which window
level and width will most accurately represent the anatomic
truth of a tissue under examination [37]. Without a concise
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Fig. 5 Test anterior grafted region displayed using a slice thickness of
0.25 mm, generated each 1.0 mm in the ROIL Each row represents a
different evaluation time of the same site: fop row baseline (before

designation of the windowing that was used to evaluate a
patient’s image, it is impossible to reproduce the measure-
ments and also to compare results between studies. Future
studies should render the diagnostic accuracy of measure-
ments in images where windowing varied.

The orientation plane for generation of the sections
before measuring a grafted bone is another important issue.
The DICOM data set can be accessed in different manners,
and the operator can visualize it by going through a
determined stack of sections. The 3D image can be
reformatted and 2D images generated based on the 3D data
set, allowing the operator to scroll through the 2D images
in any plane or direction, and also in different depths,
depending on section thickness. The generated sections will
completely depend on the orientation planes. Knowing how
the patient’s head is oriented and in which direction the
slices will be generated is a “sine qua non”. To facilitate
image comparison over time, there are ways to superimpose
CBCT data sets obtained from the same region, assuring
that the images are generated from the same position.
Reliable and accurate landmark-based superimposition
techniques for evaluating changes over time have not been
established yet, but there is focus on the issue [38]. In our
review, the included papers aimed only at the anatomic
guidelines to access a determined ROI and offered no
information about recreating the same ROI in different
images. Without this information a study cannot be
reproduced, and the scientific value of papers that do not
address this parameter can be contested since without the
plane definition, the same ROI can be shown in diverse
forms, many of them creating “contaminated” images of the
area to be measured. In some cases, image signal-to-noise
ratio may dictate the selection of section thickness; the
thicker the sections the higher the signal-to-noise ratio in
the images.

We also addressed the cross-sectional section thickness
and the inter-section interval (the distance between adjacent
cross-sectional images), directly connected to the number of

grafting procedure), center row immediately after the surgery, and
lower row 6 months post-operatively. The images from a to h represent
0.25-mm-thick slices, made with a 1-mm interval

evaluated sections from each grafted site. Some clinicians
believe that thinner, more closely approximated cross-
sectional sections provide more accurate information since
they are more prone to display important diagnostic
features of a disease or condition [29], while thicker
sections might show the superimposition of other struc-
tures, disturbing the evaluation of the ROI. It may also be
possible to affirm that the more sections, the more precise
the data extracted from the data set since the appearance of
the reconstructed images (as reflected by differences in
bone linear measurements) will be closer to the anatomical
reality [29].

From our results, it is clear that software used for bone
graft measurements in CBCT image sections must allow
user control of the addressed parameters (windowing,
plane orientation, slice thickness, and inter-slice interval).
It must be a demand that authors specify the setting of
these parameters, including the image acquisition protocol,
image reconstruction, and image generation information,
in order to allow reproduction and comparability among
studies.

Conclusion

The parameters for image acquisition and reconstruction
were not addressed in enough detail in the studies selected
for this review, compromising their value. Based on our
experiment, it can be concluded that CBCT images differ
depending on windowing settings, plane definition, and
number and thickness of sections, likely to influence
measurement outcomes. We suggest that software to be
used for bone measurements in CBCT images must include
the possibility for controlling these variables, and that
future studies describe in detail the used settings.
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3 PROPOSICAO

O proposito deste estudo foi avaliar, em humanos, e
comparativamente ao enxerto 0sseo autologo, a incorporacédo do enxerto
0sseo homoélogo obtido de bancos de tecidos musculo-esqueléticos, e sua
capacidade de osseointegrar implantes de titanio, de maneira
tomografica, histologica e histomorfométrica, além de fazer uma avaliacao
imunoldgica sistémica, buscando fatores que indiqguem a ocorréncia de

resposta imune contra esses enxertos, seguindo sua implantacao.



4 MATERIAL E METODO

4.1 Estudo piloto
4.1.1 Amostra

Neste estudo de casos clinicos consecutivos foram avaliadas
bidpsias obtidas de 12 pacientes, edéntulos parciais ou totais, de ambos
0S sexos, e com idade variando entre os 22 e 65 anos, atendidos nos
Cursos de Especializacdo em Implantodontia, da Faculdade de
Odontologia de Araraquara (FOAr-UNESP), que buscavam reabilitacdo
oral por meio de implantes osseointegraveis, porém apresentavam
defeitos 6sseos maxilo-faciais que impossibilitaram a instalacdo imediata
desses implantes, necessitando, portanto, de procedimentos de enxertia

ossea.

O projeto de pesquisa foi submetido a apreciacéo pelo Comité de
Etica em Pesquisa da Faculdade de Odontologia de Araraquara — UNESP
(CEP-FO/CAr) e pela Comissdo Nacional de Etica em Pesquisa do
Ministério da Saude (CONEP-MS) e aprovado sob o protocolo nimero
36/08 (Anexo 01). Os pacientes confirmaram sua aceitacdo em participar
do estudo, mediante assinatura de um termo de consentimento livre e

esclarecido, previamente aprovado pelo CEP-FO/CAr (Anexo 02).

O critério de inclusdo de pacientes utilizado na pesquisa foi a
necessidade de realizacdo de enxerto 6sseo previamente a realizacao
dos implantes osseointegraveis (avaliado através de exame clinico). Os

critérios de exclusdo foram presenca de doencas sistémicas que
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reconhecidamente atrapalhassem a incorporacdo de enxertos e a
osseointegracdo de implantes (como o Diabetes Mellitus e a

osteoporose), fumo, etilismo, e uso crénico de medicamentos.

Os 12 pacientes foram divididos em dois grupos, sendo que 6
pacientes receberam enxertos 0sseos autologos, e 0s outros 6 receberam
enxertos 0sseos homaologos, obtidos junto ao banco de tecidos muasculo-
esqueléticos da UniOss (Marilia, Brasil), banco esse reconhecido e de
funcionamento autorizado pela ANVISA. A alocacdo dos pacientes em
cada um dos grupos nado foi randémica. O 0sso autdlogo € tido como
padrédo-ouro, e s6 foram tratados com 0sso homologo pacientes que nao
possuiam o0sso autdlogo em quantidade suficiente para enxertia ou
aqueles pacientes que apresentavam grande resisténcia em relacdo a
abertura de uma segunda area cirurgica para remocao de seu proprio

0SSO.

4.1.2 Procedimentos cirargicos

Para realizacdo dos enxertos 0sseos, ap0s a anti-sepsia extra e
intra-oral do campo operatorio, foi realizado o bloqueio anestésico da
regido correspondente a inervagcao da area ser enxertada, e nos casos de
enxertia autologa, também da area doadora, no caso a linha obliqua
externa da mandibula. O procedimento para retirada e instalacdo dos
enxertos seguiu o protocolo classico ja4 descrito na literatura®’.
Resumidamente, o procedimento foi iniciado com uma incisdo sobre o

rebordo, na regido edéntula, seguida de incisdes relaxantes. Foi
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deslocado um retalho mucoperiostal que expds o leito receptor, dando
plena visualizacdo do defeito 6sseo a ser reparado. Incisbes sob o
periosteo do retalho foram realizadas a fim de diminuir a tenséo tecidual e,
consequentemente permitir o recobrimento do enxerto 6sseo que seria
instalado. Nos casos tratados com o0sso autdlogo, a area doadora foi
entdo abordada, com a exposicdo do leito 60sseo e seu preparo, sob
irrigacdo abundante, com o uso de fresas cilindricas #700 e #701, e de
delicados cinzéis, para remocédo do bloco 6sseo, que foi entdo trabalhado
para permitir sua fixagcdo ao leito com parafuso de titanio de 1,5 mm de
diametro (Neodent, Curitiba, Brasil). Bordas irregulares que pudessem
lacerar o retalho e consequentemente expor o enxerto foram removidas
com brocas esféricas e sob irrigacdo constante, e as sobras Osseas
obtidas durante o remodelamento dos blocos foram adaptadas ao redor
dos blocos. Uma membrana reabsorvivel de colageno bovino (Genius-
Baumer®, Mogi Mirim, Brasil) foi utilizada no recobrimento dos enxertos,
no intuito de impedir a colonizacdo de fibroblastos nessa area visto que o
periésteo, encarregado dessa funcdo, encontrava-se desorganizado,
devido ao deslocamento do retalho. A primeira fase cirargica foi finalizada
com o reposicionamento do retalho sobre a area receptora e sutura
simples interrompida, usando fio ndo reabsorvivel (Nylon 4-0, Ethicon,
Sao José dos Campos, Brasil). A area doadora também foi suturada com
sutura simples interrompida, usando fio ndo reabsorvivel (Seda 4-0,

Ethicon, S&o José dos Campos, Brasil).
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No grupo tratado com o0sso homologo, blocos de tecido 6sseo
corticais, obtido do banco de tecidos UNIOSS (Marilia, Brasil), foram
utilizados como biomaterial para enxertia, sendo que apos retirados da
embalagem, foram colocados por 5 minutos em solucéo salina estéril para
reidratacdo e retorno a temperatura ambiente. Um dos casos clinicos

tratados é exposto como exemplo na Figura 1.

Os pacientes receberam orientagdes poOs-operatorias incluindo a
prescricdo de medicacao sistémica constituida por antibidtico (Amoxicilina
500mg, 3 vezes ao dia, durante 7 dias), antiinflamatério (Nimesulida
100mg, 2 vezes ao dia, durante 5 dias) e analgésico (Paracetamol 750mg,
4 vezes ao dia, se houver dor) e medicacdo tépica constituida por
enxagie de digluconato de clorexidina a 0,12%. A sutura foi removida
apos 14 dias e a regido operada permaneceu sem influéncia de carga
direta durante toda a fase de cicatrizacdo déssea. Para os pacientes
usuarios de protese removivel, parcial ou total, foi feito um alivio e
reembasamento dessas proteses com material resiliente (Truesoft,
Bosworth, EUA) permitindo que os mesmos usassem socialmente suas

proteses, porém sem trazer danos a regido enxertada.

4.1.3 Instalacdo de implantes e obtencao das biépsias
No momento da reabertura desses sitios cirargicos para a
instalacdo de implantes osseointegraveis, sete meses apés a etapa inicial,

e apbés os procedimentos de anti-sepsia e anestesia ja citados,
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fragmentos dos enxertos instalados, autdlogos e homodlogos, foram
biopsiados, através do uso de uma broca trefina de 3 mm de diametro
externo (2 mm de diametro interno), e profundidade de 8 mm, montada
em contra-angulo redutor (16:1) e sob irrigacdo abundante com solucéo
salina estéril. A biépsia foi coletada em uma regido que nédo prejudicava o
local escolhido para instalacdo dos implantes. Esse procedimento era
realizado de forma padronizada, para avaliar a qualidade do leito 6sseo

enxertado sobre o qual eram instalados os implantes de titanio.

Apés a retirada da biopsia, o parafuso de fixacdo desse bloco
enxertado foi removido, permitindo que as perfuracdes para a insercao
dos implantes de Titanio fossem realizadas nas posi¢coes adequadas.
Finalizada essa fase, a sutura e a medicacao pos-operatodria seguirdo os

parametros ja citados.

4.1.4 Processamento das bidpsias e avaliacdo histolégica

As biopsias obtidas foram identificadas e fixadas em formol de Lillie
(Formol tamponado a 10%)* por aproximadamente 72 horas, para
manutencgao das estruturas que se desejava avaliar.

As bidpsias obtidas no momento da instalacdo dos implantes foram
histologicamente processadas da maneira classica, sendo lavadas em
agua corrente, durante 24 horas, para remocdo do formol, e
descalcificadas com imersao em solugcao descalcificadora de Anna Morse

(Citrato de Sédio a 20% + Acido Férmico a 50%)%*, trocada a cada 48
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horas, durante 80 dias. Constatada a correta descalcificagdo das pecas,
as mesmas tiveram o excesso de acido neutralizado por imersdo em
solucdo de Citrato de Sodio a 5% durante 3 dias, com trocas diarias da
solucédo, e foram entéo lavadas em agua corrente durante 24 horas antes
do inicio de sua desidratacédo, feita em banhos crescentes de alcool (70°,
90°, alcool absoluto). As pecas foram entdo diafanizadas em xilol durante
3 horas, e incluida em parafina.

Foram obtidos 60 cortes com 6 ym de espessura de cada peca,
divididos em laminas com 6 cortes cada, corados pela técnica da
Hematoxilina-Eosina, permitindo a correta avaliagdo histologica das
estruturas teciduais na regido dos defeitos criados.

A avaliacao histologica foi feita utilizando-se um microscopio de luz
DIASTAR (Leica Reichert & Jung products, Germany), com objetivas para
aumento de 5 até 100 vezes, e oculares com aumento de 10 vezes,
através do qual as imagens foram observadas e avaliadas. As imagens
representativas a avaliagdo feita foram enviadas para um
microcomputador, através de uma camera fotografica digital Leica
Microsystems DFC-300-FX (Leica Microsystems, Alemanha), com
resolucdo de 1.3 megapixels, acoplada ao microscopio de luz comum,
para sua posterior utilizacdo na descricdo dos resultados obtidos. Na
analise histolégica descritiva foram avaliados o tipo e a qualidade dos
tecidos neoformados, além da reacao tecidual ao enxerto e presenca de

reacao inflamatoria.
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FIGURA 1 — (A) Vista oclusal e (B) vista vestibular do aspecto clinico
inicial de um dos pacientes tratados com 0sso homoélogo, evidenciando a
deficiéncia de espessura na regiao dos dentes 21, 22, 23, 24 e 25. (C)
Leito 6sseo preparado para receber enxerto 6sseo homologo. (D) Blocos
de enxerto 6sseo homoélogos ja trabalhados e fixados ao leito receptor por
meio de parafusos de titdnio com 1,5 mm de didmetro e 12 mm de
comprimento e (E) recobertos por membrana de colageno. (F) Aspecto
final apés a sutura do retalho. (G) Enxerto 6sseo utilizado, ainda

acondicionado em sua embalagem e refrigerado.
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4.2  Estudo Principal

4.2.1 Amostra

Neste estudo prospectivo de casos clinicos controlados foram
avaliadas tomografias, biopsias e amostras de sangue e soro obtidas de
35 pacientes, edéntulos parciais ou totais, de ambos o0s sexos, e com
idade variando entre os 22 e 65 anos, atendidos nos Cursos de
Especializacdo em Implantodontia, da Faculdade de Odontologia de
Araraquara (FOAr-UNESP), que buscavam reabilitacdo oral por meio de
implantes osseointegraveis, porém apresentavam defeitos 6sseos maxilo-
faciais que impossibilitaram a instalacdo imediata desses implantes,
necessitando, portanto, de procedimentos de enxertia 6ssea. Com o
intuito de evitar que o abandono de pacientes durante o andamento da
pesquisa atrapalhasse, ou até mesmo impedisse a sua viabilizagédo, o
total de 35 pacientes incluidos na pesquisa representou 25% a mais do
gue a amostra necessaria para que 0s testes estatisticos tivessem poder

estatistico adequado (>80%).

O projeto de pesquisa foi submetido a apreciacao pelo Comité de
Etica em Pesquisa da Faculdade de Odontologia de Araraquara — UNESP
(CEP-FO/CAr) e pela Comissdo Nacional de Etica em Pesquisa do
Ministério da Saude (CONEP-MS) e aprovado sob o protocolo numero

36/08 (Anexo 1). Os pacientes confirmaram sua aceitagdo em participar
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do estudo, mediante assinatura de um termo de consentimento livre e

esclarecido, previamente aprovado pelo CEP-FO/CAr (Anexo 2).

Os critérios de inclusdo e exclusdo de pacientes foi o0 mesmo

reportado para o estudo piloto, no item 4.1.1 desta Tese.

Os 35 pacientes foram divididos em dois grupos, sendo que 15
pacientes receberam enxertos 06sseos autélogos, e os outros 20
receberam enxertos 0sseos homaologos, obtidos junto ao banco de tecidos
musculo-esqueléticos da UniOss (Marilia, Brasil), banco esse reconhecido
e de funcionamento autorizado pela ANVISA. A alocacédo dos pacientes
em cada um dos grupos nao foi randébmica por preceitos éticos.
Eticamente, o paciente tratado com osso homoélogo deve ser informado e
consentir sobre o fato. Além disso, como atualmente o 0sso autélogo é
tido como padréao-ouro, s6 foram tratados com osso homoélogo pacientes
gue ndo possuiam 0sso autélogo em quantidade suficiente para enxertia
ou agueles pacientes que apresentavam grande resisténcia em relacao a
abertura de uma segunda area cirargica para remo¢ao de seu proprio
0sso. Todos os pacientes foram acompanhados desde o momento da
enxertia, e continuam em acompanhamento para a manutencdo das
proteses sobre implante que estdo sendo instaladas sobre esses

enxertos, em consultas trimestrais.
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4.2.2 Procedimentos cirurgicos

Os procedimentos cirdrgicos de enxertia foram realizados conforme
descrito no item 4.1.2 desta Tese. A Unica alteracdo metodoldgica foi que,
no grupo tratado com o0sso homodlogo, os blocos de tecido Gsseo
utiizados como biomaterial para enxertia foram cortico-medulares,
também obtidos do banco de tecidos UNIOSS (Marilia, Brasil). Um dos

casos clinicos tratados é exposto como exemplo nas Figuras 2 - 4.

As orientacdes e cuidados pos-operatorios, a prescricdo de
medicacdo sistémica e topica e a rotina de remocdo de pontos e
carregamento protético foram também idénticas ao ja descrito no item

4.1.2 desta Tese.
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FIGURA 2 — (A) Vista oclusal e (B) vista vestibular do aspecto clinico
inicial de um dos pacientes tratados com osso homologo, evidenciando a

deficiéncia de espessura na regiao maxilar anterior.

FIGURA 3 — (A) Vista oclusal e (B) vista vestibular do leito 6sseo sendo
preparado para receber enxerto 6sseo homalogo.

FIGURA 4 — (A) Vista vestibular e (B) vista oclusal dos blocos de enxerto
0sseo homologos ja trabalhados e fixados ao leito receptor por meio de

parafusos de titanio.
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4.2.3 Instalacdo de implantes e obtencao das biépsias

Os procedimentos cirdrgicos de instalacdo dos implantes e de
remocao das bidpsias 6sseas foram realizados conforme descrito no item
4.1.3 desta Tese. A Unica alteracdo metodoldgica foi que essa reabertura
foi realizada aos seis meses poOs-operatorios (contra sete meses do

estudo piloto).

Nesse momento, na regido periférica do enxerto, préximo a regiao
de retirada da bidpsia, porém o mais proximo possivel da regido mais
proxima ao apice do rebordo, um mini-implante, com superficie tratada por
ataque acido, com 2,0 mm de diametro e 55 mm de comprimento
(Neodent, Curitiba, Brasil) foi instalado, ap0s perfuracdo da regido com
broca com 1,9 mm de diametro, montada em contra-angulo redutor (16:1)
e sob irrigagcdo abundante com solucdo salina estéril. Esse implante
auxiliou na manutencdo da fixagdo dos blocos 6sseos no momento da
fixacdo dos implantes convencionais, impedindo a soltura desses blocos,
que muitas vezes ocorre e poderia impedir 0o prosseguimento da cirurgia.
Nos casos aonde a posicdo do bloco enxertado, seu tamanho, ou a
posicdo do mini-implante, demonstraram risco para a instalacdo do mini-

implante, este néao foi instalado.

A regido biopsiada e o mini-implante instalado sdo demonstrados
na Figura 5. Finalizada essa fase, a sutura e a medicacdo pds-operatoria

seguirdo os parametros ja citados.
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Apds um periodo de seis meses para cirurgias na maxila e de
guatro meses para cirurgias na mandibula, no momento da reabertura dos
sitios implantados para a colocacdo de cicatrizadores que permitiram que
a reabilitacdo oral do paciente prosseguisse, e apds os procedimentos de
anti-sepsia e anestesia ja citados, uma biopsia englobando o mini-
implante instalado foi realizada, seguindo o mesmo protocolo adotado na
bidpsia anterior, e também sem trazer prejuizo algum ao paciente ou aos
implantes ja instalados. A regido biopsiada, contendo o mini-implante,
estd exemplificada na Figura 6. Devido a posicao de instalacdo desses
implantes, nem mesmo o retalho de tecido mole foi aumentado além do
necessario para a remocao das biopsias. A sutura e a medicacdo pos-

operatoria seguiram 0s parametros ja citados.
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FIGURA 5 — A regido biopsiada e o mini-implante ja instalado sao

demonstrados nesta vista vestibular da regiao tratada.

FIGURA 6 — A regidao do mini-implante sendo biopsiada, ap6s o periodo
de osseointegracdo, com uma margem de tecido 6sseo para avaliacdo ao

seu redor.
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4.2.4 Processamento das bidpsias, avaliacdo histolégica e
histomorfométrica

Os procedimentos para processamento e avaliacdo das bidspias
osseas descalcificadas foram realizados conforme descrito no item 4.1.4
desta Tese.

Ja a biopsia feita no momento da instalacdo do cicatrizador,
contendo o mini-implante, seguiu para processamento histolégico sem
descalcificacdo, em microtomo de tecidos duros (Sistema Exakt),
preservando o implante no corte histolégico'®. A analise histomorfométrica
dessas pecas foi feita para medir diretamente a qualidade e a quantidade
de formacéo 6ssea ao redor do mini-implante, apds o periodo tradicional
no qual se espera que o processo de osseointegragdo ocorra.

Um corte histolégico foi obtido de cada bidpsia, da regido mais
central do mini-implante, e corado com azul de Toluidina. A avaliagdo
histomorfométrica foi feita com base em imagens obtidas utilizando-se um
microscoépio de luz DIASTAR (Leica Reichert & Jung products, Germany),
no aumento de 100 vezes. As imagens englobando a regido das roscas
dos mini-implantes foram enviadas para um microcomputador, através de
uma camera fotografica digital Leica Microsystems DFC-300-FX (Leica
Microsystems, Alemanha), com resolucéo de 1.3 megapixels, acoplada ao
microscopio de luz comum, e salvas sob a extensdo TIF, permitindo que
fosse avaliado o contato osso implante (BIC) ao redor do implante como

um todo, bem como a quantidade de tecido 6sseo neoformado entre as
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roscas do implante (BA), sempre na forma de porcentagens (Figuras 7 e
8).

Tanto o BIC como o BA foram avaliados em trés regides distintas,
bilateralmente nos mini-implantes instalados, representativas da regiao
“superficial”, “mediana” e “profunda” dos mini-implantes, correspondentes
as regifes englobando as roscas 1-2, 7-8 e 13-14, respectivamente. 1Sso
permitiu a obtencdo de resultados separadamente para cada regido de
interesse, que posteriormente foram combinados para prover valores

generalizados, referentes a cada mini-implante.

100 ym

FIGURA 7 — Exemplo de mensuragédo do contato osso implante (BIC). O
comprimento da linha vermelha representa a area aonde o 0sso toca a
superficie do implante, avaliada proporcionalmente ao comprimento total

da rosca do implante.



63

FIGURA 8 — Exemplo de mensuracdo da area de 0sso entre as roscas do

implante (BA). A linha vermelha demarca a area mensurada.

4.2.5 Avaliacao tomografica

A avaliagdo tomografica foi feita com base em imagens obtidas em
um tomaografo de feixe conico (“cone-beam”), I-CAT Classic (Hartfield, PA,
USA). O tamanho de voxel utilizado na geragcdo das imagens foi de 0.25
mm, em uma escala de cinza de 14 bits. Dessa forma, o tamanho de cada
pixel da imagem obtida é de 0.125 mm, e a espessura de corte minima
utilizada foi de 0.25 mm, ou seja, dois voxels, aumentando a precisao das
medidas que foram feitas sobre essas imagens®®.

Os exames foram realizados em trés momentos diferentes, para
todos os pacientes: sete dias antes da realizagdo dos enxertos 6sseos
(evidenciando a real necessidade do mesmo), 14 dias apos a realizacdo
do enxerto 6sseo (permitindo a avaliacdo pds-cirdrgica imediata do ganho

de tecido proporcionado pelo procedimento) e sete dias antes da
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instalacdo dos implantes - ou seis meses apos a instalagéo dos enxertos -
(permitindo a avaliacdo da real quantia de tecido 6sseo neoformado e o
planejamento para instalacdo dos implantes), sendo que em todos 0s
exames um guia tomografico foi sendo utilizado. Esses guias, feitos com
resina acrilica, possuem marcacdes radiopacas com 1 mm de diametro
nas posicbes aonde se espera que o0s implantes sejam instalados, ou
ainda, nas posicbes aonde o0s blocos O6sseos serdo enxertados,
permitindo dessa forma que as imagens pudessem ser utilizadas no
planejamento dos enxertos, e que as medidas nas imagens pudessem ser
feitas de forma padronizada.

Com base nos exames tomograficos, duas diferentes metodologias
de obtencdo de resultados foram empregadas. Na primeira delas,
informacdes sobre a altura e espessura 0sseas na regido de realizacao
dos enxertos foram obtidas, com base em medidas lineares (Figura 9), e a

correlacdo desses valores nos trés momentos observados foi avaliada.

FIGURA 9 — Esquema de corte lateral de maxila, demonstrando as

medidas que foram feitas, nos periodos pré e pds-cirargico.
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Na segunda, mais completa, informacdes sobre variagao
volumétrica dos enxertos foram obtidas, com base em medidas de area
que representassem o0 enxerto como um todo, ou seja, utilizando-se
imagens representativas do enxerto obtidas a cada 1 mm nas areas
enxertadas, informacfes sobre a perda de area, e conseguentemente,
volume 6sseos, foram obtidas para cada bloco avaliado. Os dados foram
obtidos considerando-se o leito 0sseo previamente a enxertia, o bloco

enxertado, e a caracteristica final da area enxertada (Figuras 10 e 11).

FIGURA 10 — Exemplo das imagens obtidas dos exames tomograficos e
gue foram utilizadas para a obtencao das medidas, 14 dias (A) e 6 meses

(B) apos a realizagdo dos enxertos 0sseos.

FIGURA 11 — Exemplo das areas que foram mensuradas nas imagens

obtidas dos exames tomogréficos. Aos14 dias (A), o leito ésseo (em azul)
e o0 bloco enxertado (em vermelho) foram medidos separadamente. Aos 6

meses (B), a area 0ssea total (em verde) foi avaliada.
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4.2.6 Avaliacdo hematologica e soroldgica
A avaliagdo hematoldgica e a avaliagdo soroldgica foram utilizadas

em conjunto para refletir os aspectos imunologicos sistémicos do uso dos
enxertos 6sseos homologos.

Para tal, todos os pacientes foram submetidos a coletas de sangue
em cinco momentos diferentes ao longo da pesquisa: uma semana antes
da cirurgia de enxerto, quatorze dias ap0s o0 enxerto, um més apos o
enxerto, trés meses apos o enxerto, e seis meses apos o0 enxerto. Essas
coletas foram realizadas em um laboratério especializado (Laboratério
Sao Lucas, Araraquara, Brasil), que fez a coleta de 8 mL de sangue do
paciente e, a partir desse volume, realizou o hemograma completo e
também a separacéo de 4 mL de soro.

Para avaliacdo hematologica, o sangue foi coletado em tubos de
vacuo contendo EDTA/K3, e centrifugado sob refrigeracdo a 1800 g
durante dez minutos. As contagens foram feitas com um analisador
automatizado Cobra Micro (Roche Pharma Ltda., Reinach, Suica), e
forneceram um perfil quantitativo do eritrograma, leucograma e plaguetas
dos pacientes nos diferentes momentos avaliados.

J& o soro, que foi separado do sangue coletado, foi primeiramente
microfracionado em aliquotas de 350 pl (Que permitiram a realizacdo em
triplicata dos testes) e inativado em banho-maria a 56 °C por trinta
minutos, previamente ao seu congelamento a -80 °C, até o momento da
realizacdo dos testes, na tentativa de impedir que as enzimas do sistema

complemento interagissem com as citocinas que foram avaliadas. Foi feita
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uma avaliagdo quantitativa em relacdo aos marcadores TNF-a, IFN-y, IL-
1B e IL-10, através do método de ELISA (BD OptEIA Sets, BD, New
Jersey, EUA).

Resumidamente, as placas que acompanham os Kkits foram
sensibilizadas com anticorpos de captura especificos para cada um dos
marcadores escolhidos, diluidos em tamp&o segundo as normas do
fabricante, e incubadas por 18 horas a 4 °C. Apos este periodo os sitios
inespecificos foram bloqueados com PBD-Tween 20 (PBST) + 10% de
soro fetal bovino, por 1 hora. Em seguida, as placas foram lavadas quatro
vezes com PBST e adicionadas as curvas-padrao para cada marcador em
especifico, diluidas na razado de 1:2. Nos pocos seguintes as amostras
dos sobrenadantes de cultura foram distribuidas e incubadas por 2 horas
a temperatura ambiente. Terminada a incubacao as placas foram lavadas
e 0 segundo anticorpo biotinilado + streptavidina foi adicionado e
incubado por mais uma hora a temperatura ambiente. Mais quatro
lavagens foram feitas e a reacéo foi revelada pela adicdo de substrato
contendo tetra-metil-benzidina (TMB). A reacdo foi interrompida com
acido sulfdrico 1M e a leitura feita em um leitor especifico de ELISA a 450
nm. Cada uma das amostras, para cada marcador, foi avaliada em
triplicata, e a média entre os trés valores obtidos foi utilizada como o valor

representativo de cada paciente/periodo para a avaliacao estatistica.
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4.2.7 Anélise estatistica

Todos os resultados numéricos referentes a analise histométrica,
as medidas realizadas sobre as tomografias, e os dados quantitativos
obtidos na andlise sorolégica e hematoldgica, foram agrupados em
tabelas e avaliados estatisticamente.

Para cada um dos métodos de avaliacdo empregados, e para cada
parametro avaliado, foi feita uma avaliacdo estatistica personalizada,
comparando o0s dois grupos de estudo nos diferentes periodos
observacionais. Os fatores utilizados na escolha do teste estatistico
empregado para a avaliagcdo de cada um desses parametros foram o tipo
de comparacdo que foi feita (pareada ou multipla) e a avaliacdo da

normalidade dos dados.



5 RESULTADO

Os resultados desta Tese sao apresentados e discutidos em seis

artigos descritos a seguir:

Artigo 1:

Spin-Neto R, del Barrio RAL, Pereira LAVD, Marcantonio RAC,
Marcantonio E, Marcantonio E Jr. Clinical similarities and histological
diversity comparing fresh frozen onlay bone blocks allografts and
autografts in human maxillary reconstruction. Clin Implant Dent Rel Res.

2011 Aug 11 [Epub ahead of print].

Artigo 2:

Spin-Neto R, Coletti FL, Faeda RS, Pereira LAVD, Marcantonio Jr E.
Bone remodeling and implants osseointegration in maxillary grafted areas:
comparing fresh-frozen allogeneic bone to the gold standard. Adaptacao

as normas para envio a Clin Implant Dent Rel Res, em setembro de 2011.

Artigo 3:

Spin-Neto R, Pereira LAVD, Marcantonio E, Marcantonio RAC,
Marcantonio E Jr. Incorporacdo de enxertos 0sseos autdégenos e
homdgenos em humanos: Abordagem tomogréfica. Implant News. 2010;

7:105-12.



70

Artigo 4:

Spin-Neto R, Stavropoulos A, Pereira LAVD, Marcantonio Jr E,
Wenzel A. Fate of autologous and fresh-frozen allogeneic block bone
grafts used for ridge augmentation. A CBCT-based analysis. Clin Oral

Implants Res. Aceito para publicacdo em julho de 2011.

Artigo 5:

Spin-Neto R, Coletti FL, Pereira LAVD, Marcantonio E, Marcantonio
Jr E. Is peripheral blood-cell balance altered by the use of fresh frozen
bone block allografts in lateral maxillary ridge augmentation? Clin Implant

Dent Rel Res. 2011 Aug 11 [Epub ahead of print].

Artigo 6:

Spin-Neto R, Freitas RM, Pereira LAVD, Carlos 1Z, Marcantonio Jr E.
Immune implications of autologous and fresh-frozen allogeneic bone
grafting used for ridge augmentation. A systemic analysis. Adaptacdo as

normas para envio a Clin Implant Dent Rel Res, em setembro de 2011.



Clinical Similarities and Histological Diversity
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ABSTRACT

Background: In the absence of autologous bone for harvesting, fresh-frozen bone allografts turned into an alternative for
bone reconstruction procedures.

Purpose: The purpose of this study was to make a histological analysis of fresh-frozen onlay bone allografts (ALs), compared
with autografts, in patients who needed maxillary reconstruction prior to dental implants placement.

Materials and Methods: Twelve patients with bone deficiencies (width inferior to 4 mm) in the sites where the implants were
planned were enrolled in the study. From these, six were elected to be treated with autogenous (AT) bone grafts and six with
fresh-frozen bone AL. This last group included the patients who had absence of a convenient amount of bone in donor sites.
Each patient received from one to six graft blocks, totalling to 12 ATs and 17 ALs. Seven months after grafting procedures,
biopsies of the grafts were made using 2-mm internal diameter trephine burs, and processed for histological analysis. One
biopsy was retrieved from each patient.

Results: Clinically, all grafts were found to be firm in consistency and well-incorporated to the receptor bed. Histological

analysis showed a large amount of necrotic bone surrounded by few spots of new-formed bone in the AL group, suggesting
low rate of graft remodeling. In the AT group, an advanced stage of bone remodeling was seen.

Conclusions: Human fresh-frozen bone block AL showed clinical compatibility for grafting procedures, although associated
to slow remodeling process. Further studies are needed to define, at long term, the remodeling process chronology the
clinical longitudinal results for fresh-frozen bone AL.

KEY WORDS: atrophic maxillae, bone allograft, histological analysis

INTRODUCTION

*PhD student, UNESP — Univ. Estadual Paulista, Araraquara Dental
School, Department of Periodontology, Araraquara, Sao Paulo, Brazil;
fassociate professor, UNICAMP — State University of Campinas, Insti-
tute of Biology, Department of Histology and Embryology, Campi- volume, to permit and maintain the osseointegration of
nas, Sao Paulo, Brazil; fassociate professor, UNESP — Univ. Estadual
Paulista, Araraquara Dental School, Department of Periodontology,
Araraquara, Sdo Paulo, Brazil; *professor, UNESP — Univ. Estadual
Paulista, Araraquara Dental School, Department of Bucco-Maxillo- disease, and other pathologies,“’S and the most predict-
Facial Surgery, Araraquara, Sio Paulo, Brazil; *professor, UNESP —
Univ. Estadual Paulista, Araraquara Dental School, Department of
Periodontology, Araraquara, Sao Paulo, Brazil

The achievement of high success rates in implantology is
directly connected to the presence of an adequate bone

dental implants through the time.'” Bone volume is
normally diminished by tooth loss, trauma, periodontal

able process to rehabilitate patient’s bone architecture is

bone grafting, before implants placement.**

The gold standard for bone grafting is autogenous
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dictable and effective method, without immunologic
© 2011 Wiley Periodicals, Inc. impediments.”'**° However, this technique is associated
DOI 10.1111/j.1708-8208.2011.00382.x to disadvantages such as postsurgical pain, increased
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blood loss, risk of paresthesia and infection, and in
several cases, with deficiencies in the quality and quan-
tity of available bone donor sites, providing an insuffi-
cient bone volume to be grafted prior to implants
placement.”!

In the absence of AT bone for harvesting, fresh-
frozen bone allografts (ALs) turned into an alternative,
in view of the fact that it provides a reasonable source for
grafting material.*”**** During the last two decades,
the use of fresh-frozen bone AL has significantly
increased.”? This fact is directly related to the establish-
ment of severe guidelines for bone processing, which
defined the donor selection, how the bone must be
harvested, processed, and stored, together with the
record-keeping procedures that must be respected. The
increased the safety of this bone graft, and the recent
absence of reports on cross-contamination in its
clinical use, considering diseases such as hepatitis or
HIV, makes the fresh-frozen bone AL an alternative to
autografts.”*° Another concern about bone ALs is their
possible antigenicity, but there is still limited informa-
tion regarding this issue.*!

The purpose of this study was to make a histological
analysis of fresh-frozen bone onlay ALs, compared with
autografts, in patients who needed maxillary recon-
struction prior to implants placement.

MATERIALS AND METHODS

This research protocol was approved by the Araraquara
School of Dentistry Ethics Committee (CEP-FO/Car)
and by the National Research Ethics Committee
(CONEP-MS), under protocol number 36/08. All treat-
ments were performed in the Department of Periodon-
tology, Araraquara Dental School (UNESP - Univ.
Estadual Paulista), Araraquara, Sdo Paulo, Brazil.

A total of 12 partially or totally edentulous patients
(five males and seven females, age ranging from 25 to 60
years), who desired oral rehabilitation with titanium
implants and had at least one site with severe bone defi-
ciency (i.e., <4 mm alveolar ridge width) not allowing
the placement of a regular size implant, were treated.
Alveolar ridge width was determined on the cross-
sectional image section view of cone beam computed
tomography (CBCT) (i-CAT Classic, Imaging Sciences
International, Hatfield, PA, USA), generated images
(DICOM-based data sets) with a resolution of 96 dpi,
14-bits gray scale and 0.25 mm voxel size, and set to
120 kVp, 5 mA, with a 20-second exposure time. None

of the patients presented with systemic diseases affecting
bone turnover, or were pregnant or lactating, or had
habits that could interfere with treatment (for example,
smoking, alcoholism, and drug use).Treatment alloca-
tion in the present study was not randomly assigned.
Patients judged as not having adequate amounts of
donor (autologous) bone were treated with fresh-frozen
bone ALs. This decision was taken based on the clinical
screening and CBCT examinations and depended on the
amount of bone resorption and/or number of sites
requiring reconstruction in each patient. Following
these criteria, six patients were elected to be treated with
ATs and six with fresh-frozen bone ALs.

The AL was processed according to American Asso-
ciation of Tissue Banks (AATB) guidelines** in an bone
tissue bank (UniOss, Marilia, Brazil) authorized by the
Brazilian Ministry of Health. During the first surgical
phase and under local anesthesia, a total flap was
attained to provide a full visualization of the bone
defect. Any reminiscent of soft tissues were removed
from the bone surface, and delicate burs were used,
always under intense saline solution irrigation, to etch
the host cortical bone allowing the vascularization to
occur in an easier way toward the grafts.

In the AL group, the cortical bone blocks were
removed from the freezer and were put into sterile saline
solution for 10 minutes before surgical procedure, to
hydrate and gradually get to room temperature. The
cortical ATs were harvested from the mandibular retro-
molar region, following the classic technique.*’ For both
groups, all graft blocks were prepared with careful trim-
ming using #700 cylindrical and maxi-cut burs, always
under abundant sterile saline solution irrigation, and
adjusted to the host site. The graft blocks were fixated to
the host bone site using 1.5 X 10-mm screws (Neodent,
Curitiba, Brazil) and covered by a collagen membrane
(Genius Baumer, Sao Paulo, Brazil) prior to the inter-
rupted nylon 4-0 suture (Figurel). Each patient
received from one to six graft blocks, totalling to 12 ATs
and 17 ALs.

All patients received antibiotics (Amoxicillin
500 mg, three times daily for 7 days), nonsteroidal anti-
inflammatory treatment (Nimesulide 100 mg, two times
daily for 5 days), and analgesics (Acetaminophen
750 mg, according to individual needs). Patients contin-
ued to rinse with Chlorhexidine digluconate for the
following 7 days. Sutures were removed 14 days after
surgery.



Figure 1 One of the treated cases in the bone allografts group.
The grafts trimmed and installed with fixation screws.

At the second surgical phase, 7 months after the
grafting procedure, a 2-mm internal diameter trephine
bur was used to retrieve a biopsy containing the grafted
and native bone areas. The biopsy was carefully obtained
perpendicularly to the graft (Figure 2). One biopsy was
retrieved from each patient.

The retrieved biopsies were routinely processed for
light microscopy, and 6-mm thin sections stained with
hematoxilin-eosin were used for descriptive histological
analysis using a DIASTAR light microscope (Leica
Reichert & Jung products, Wetzlar, Germany) connected
to a Leica Microsystems DFC-300-FX digital camera
(Leica Microsystems, Wetzlar, Germany). Observations
were made in the whole biopsy looking for a comparison
between grafted and the native bone that allowed the
distinction of three areas: (1) area comprising the pre-
existing residual bone (e.g., residual maxillary bone); (2)
area comprising the interface between the grafted bone
and the host bone; and (3) area comprising the still
unremodeled area of the graft bone. The delineation of
the unremodeled bone was made based in histological
criteria, e.g., absence of nucleus in osteocytes lacunae
and local absence of capillaries.

Figure 2 Biopsy retrieval, in a place that does not interfere in
implants placement. The biopsy contain sample of the grafted
and native bone areas.
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RESULTS

The surgical approach used in the patients presented in
this study allowed implant placement without signifi-
cant inflammatory reaction, for both treated groups.
During the healing period, the patients used tooth-
supported, fixed or removable, prostheses. Healing pro-
ceeded within normal limits with no complications and
the bone grafts showed adequate bone adaptation when
the sites were reopened, permitting that implants were
placed and bone biopsies were retrieved without any loss
for the patient. All retrieved biopsies (a total of 12) were
suitable for macro and microscopic analysis.

Implants (a total of 40) were placed with a
minimum of 35 Ncm of torque in all cases, in the aug-
mented sites. All patients were able to proceed to the
prosthetic phase of the treatment.

Clinically, the AL group showed signs of a delayed
remodeling compared with the AT group, because
there was the perception of large amounts of unre-
modeled bone in the former group (Figure 3, A and B).
The macroscopic analysis of the biopsies, using a

Figure 3 Examples of the grafted sites seven months after first
surgery. In the bone allografts-treated group (A), the
macroscopic difference between the host bone and the grafted
material is clear, suggesting not complete bone remodeling. In
the autogenous bone grafts group (B), the macroscopic analysis
of the grafted material shows signs of advanced remodeling.
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Native bone

Crafted material

Figure 4 Stereomicroscopic view of one of the retrieved
biopsies. In the bone allografts group (A), the difference
between the native bone and the grafted material is clear,
although there is evidence of continuity and biocompatibility
between these two segments. In the autohenous bone grafts
group (B) is difficult to delimitate the boundaries between the
non-remodeled and remodeled grafted material.

stereomicroscope, confirms the clinical perceptions,
showing in all six cases of AL group reminiscent and
apparently quiescent large areas of the original cortical
of the AL. In the AT group, those boundaries were
unclear and it was not visible as in the AL group
(Figure 4, A and B).

The microscopic analysis of the biopsies from the
AL group showed large and predominant segments of
necrotic bone (as seen on Figures 5 and 6, in the small
frame showing the full biopsy view), with empty osteo-
cytes lacunae and little or devoid osteoclastic activity.
Frequently, blood vessels were seen invading the
Haversian canals of the grafted material. Although
revascularization, not completed, was a feature present
at 7 months after AL, only in very few areas active osteo-
blasts within the Haversian canals were present indicat-
ing that a centrifugal bone remodeling process is
plausible, but very limited (see Figure 6). These remod-
eling areas were recognized by the presence of newly
formed primary bone. In addition, no direct contact
between the remodeled bone and the grafted bone could
be seen (see Figure 5), and there was still a clear separa-
tion between the residual bone and the grafted material,

Figure 5 Photomicrograph of an overview of the biopsy area
corresponding to the bone allografts, with all bone on the right
side of the biopsy still necrotic (in the frame). Higher
magnification (of the area corresponding to the rectangle)
showing the great volume of necrotic bone, with empty
osteocytes lacunae (—) reminiscent from the graft material. In
very few areas, the necrotic bone was surrounded, by newly
formed bone (*), showing exuberant osteocytes, although it is
not directly attached to the host site.

as observed in stereomicroscopy analysis. In the
interfaces between the grafted AL and the host site, the
remodeling process was usually more advanced than in
the boundaries of the graft.In the AL group, there were
some osteoclastic activity, surrounded by a connective
fibrous tissue with a lack of inflammatory cells, but
newly formed bone failed to invade the graft itself.

In theAT group, small or no areas of necrotic bone
could be seen in the full biopsy (as seen on Figure 7,
in the small frame showing the full biopsy view), with
exuberant osteocytes all over the chosen fields of view
(see Figure 7). The presence of several reversion lines

Figure 6 Photomicrograph of an overview of the biopsy area
corresponding to the bone allografts (in the frame). In the
higher magnification, blood vessels penetrating in the original
Haversian system of the grafted bone, with active osteoblasts
(—) and newly formed primary bone (*) can be seen. In the
boundaries, remodeled and viable bone can be seen (4),
integrated to the grafted material (still necrotic).



Figure 7 Photomicrograph of an overview of the biopsy area
corresponding to the autogenous bone grafts (in the frame).
The higher magnification shows an advanced remodeling stage
with several reversion lines and lamellar bone, without the
presence of necrotic bone. A large number of exuberant
osteocytes in lacunae is associated to non lamellar arrangement
typical of newly remodeled bone (*).

indicate advanced stage of remodeling of these grafts,
with no perception of difference between the grafted
and the host bone, as previously shown in the stereomi-
croscopy analysis (see Figure 7). Considering all blocks
from the AT group, it is observed that the largest area of
the grafts were completely remodeled after 7 months,
and were already integrated to the host bone site because
the difference between the residual bone and grafted
material was almost inexistent.

DISCUSSION

In the last years, bone has been the second most trans-
planted tissue — blood is the most common.** ALs are
one of the possible alternatives for AT and, in the last
decade, its use has increased 15-fold, accounting for
about one-third of bone grafts performed in the United
States (considering its use in dentistry and orthope-
dics).”*>* The advantages of using bone ALs include the
decreased operative time and trauma for the patient, and
a theoretically unlimited supply of reconstructive mate-
rial, allied to decreased blood loss and absence of donor
site morbidity.*

However, there are some disadvantages in using AL,
and the most visited are the different biological proper-
ties compared with AT,* and the risk of disease trans-
mission and antigenicity.”” Regarding the risk of disease
transmission, there is a wide range of studies that state
that AL represent a minimal risk to the patient.” If we
consider the bone-tissue banks that are based on the
AATB standard protocols, the risk of viral transmission
by unprocessed deep-frozen, nonirradiated grafts from
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screened donors is currently less than 0.0005% for hepa-
titis C virus and 0.0001% for HIV.*

AL do not provoke severe marked immune
responses and has acceptable compatibility with the
recipient site, although there are not many long-term
studies regarding this issue so far.*” All patients treated in
this study, in both AL and AT groups, presented good
systemic health after the bone-grafting procedures,
without any signs of contamination or immunological
incompatibility problems.

Regarding the biological properties is already well
established that the processing of AL tissue, even if only
antibiotic washing and deep freezing are used, although
lowers this risk of cross-infection, can significantly
weaken the biologic and mechanical properties initially
present in the bone tissue.*"** Through our histological
evaluation, it could be seen that the AL-grafted bone
showed biocompatibility, without signs of inflammatory
reactions toward it. However, in disagreement to
some previous results reported in the literature,”' we
observed that AL, in the macro and microscopic analy-
sis, showed predominance amount of nonremodeled
bone. This last (and important) characteristic was not
seen in the AT group, where the majority of the grafted
material was already remodeled and showed character-
istics of vital bone. This agrees with Zerbo et al.’s* find-
ings that the final volume of nonvital bone, evaluated
from 2.5 to 7 months after AT cortical block bone graft-
ing in the human maxilla, ranged from 1% to 34%.

Confronting our histological findings, there are
some articles that state that AL can retain some osteoin-
ductive properties, with the preservation of bone mor-
phogenetic proteins in spite the protocols regarding this
biomaterial’s attainment, which allow the new-bone
deposition.”® Some studies of maxillary ridge aug-
mentation using fresh-frozen bone ALs revealed living
and newly formed bone incorporated with the grafted
areas.”>® Unlike our results, the literature suggests that
grafted bone would be incorporated without the remi-
niscence of grafted material, even at 7 months after
grafting surgery.” In opposition to this idea, and cor-
roborating our findings, there are also articles regarding
inadequate revascularization, little creeping attachment,
and decreased mineral accretion associated to a small
number of cells working in the remodeling process of
the fresh-frozen bone ALs.*™®

Recent articles even relate the impairment in these
grafts remodeling process with a low level of receptor
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activator of nuclear factor kappa B ligand and vascular
endothelial growth factor compared with the levels
related to autografts.”” All these articles concluded that
under all circumstances, bone ALs function histologi-
cally and biologically poorly compared with autografts,
mainly if we consider the first 12 months following the
bone-graft surgery,’ and this is consistent with the results
of the analysis of biopsies demonstrated in our study.

The delayed remodeling of the AL, evidenced in our
study by little or no presence of active osteoclasts and
osteoblasts, could have direct implications over its clini-
cal use. In medical orthopedic surgery, the limited bone
forming and remodeling of structural ALs is directly
associated with the 25-35% failure rate within 3 years
because of infection, fracture, and nonunion. The frac-
tures at this late stage are the result of the accumulation
of microcracks that cannot be repaired by the necrotic
bone because there is no vascular supply. As a result of
this poor clinical success, the use of structural ALs has
been restricted to repair segmental defects following
tumor resection in cancer patients.”® In our study,
although there was a biological delay in these grafts
remodeling process, the installation of titanium
implants at the correct site was possible, according to
other results present in literature.” This makes clear that
AL grafts acted only as an osteoconductive biomaterial,
without any osteogenic or osteoinductive properties,
such as shown by AT.*' However, the effects of these
biological events in long-term clinical results of fresh-
frozen bone ALs in maxillary bones, and the success rate
of implants and implant-supported prosthesis installed
over them remain unclear.

CONCLUSION

Although limited, our results showed that AL is histo-
logically inferior compared with AT, especially regarding
the delayed remodeling process shown by the AL. On the
other hand, AT and AL presented biocompatibility and
allowed the installation of titanium implants in the
planned 3-D position. Long-term studies are urgently
needed to elucidate the remodeling process chronology
for AL, and delimitate the clinical consequences of sub-
stituting AT by AL.
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Bone remodeling and implants osseointegration in maxillary grafted areas:

comparing fresh-frozen allogeneic bone to the gold standard.

Abstract

Background: The biological performance of fresh-frozen bone allografts, especially
regarding the osseointegration of implants in the grafted areas, remains as a poorly
addressed issue in literature. Purpose: to make a qualitative histological analysis of
fresh-frozen bone onlay allografts, compared to autografts, followed by a quantitative
histomorphometric analysis of titanium implants placed in the grafted areas. Material
and methods: Thirty-four partially or totally edentulous patients treated either with fresh-
frozen allogeneic bone (AL — 20 patients) or autologous bone onlay block grafts (AT — 14
patients) prior to implant placement, were included in this analysis. Six months after
grafting procedures, biopsies of the grafts were made using 2 mm internal-diameter
trephine burs, and processed for histological analysis. At this moment, a mini-implant
was installed in the grafted area and biopsied when the implants were re-opened for
healing abutments installation. Histomorphometric analysis of these samples assessed
the bone-to-implant contact (BIC) and the bone area between the threads (BA) of the
mini-implant. Results: Histological analysis showed the presence of necrotic bone
surrounded by spots of new-formed bone in the AL group, opposing to an advanced
stage of bone remodeling in AT group. In histomorphometric analysis, no differences
between the studied groups were found for BIC and BA. Conclusions: AL showed a
slower remodeling process compared to AT, although the short-term evaluation of
osseointegration parameters showed similar results considering areas augmented with

both materials.



Introduction

Literature considers the presence of an adequate bone volume as one of the
most important factors connected to high success rates in implantology, since it
allows the correct three-dimensional placing of the implants, supporting the
process of osseointegration.”* Commonly, bone availability does not go toward
this pre-requirement, since there are several local and systemic factors, such as
tooth loss, trauma, periodontal disease and other pathologies that might diminish
the amount of available bone.> ® When clinical situations in which the amount of
available bone take place, one of the most predictable way to enable the oral
rehabilitation of the patient is to use reconstructive techniques, such as bone
grafting, must be engaged to restore bone anatomy, before the placement of
implants.”*°

The use of autologous bone as a grafting material is considered the gold

standard for bone augmentation procedures'*®®, appearing as the best

documented, and considered as a highly effective and predictable method.** 4%
Nevertheless, this technique is also associated to some disadvantages, mainly
connected to the donor site, such as post-surgical pain, increased blood loss, risk
of paresthesia, deficiencies in the quality and quantity of available bone, and
infection which shows the necessity of applying different materials to take care of
the bone deficiencies.”*?

One of the substitutive materials for bone autografts which has been increasingly
cited by literature in the last years is fresh-frozen allogeneic bone, especially in

view of the fact that it provides a reasonable source for grafting material, without

the necessity of creating a second — donor — surgical area.” 8 * %32 Other



advantages, such as ease of obtaining, reduced surgical time and availability,
make this material a plausible clinical alternative.?

One of the facts that put this substitute to autologous bone in the hall of the viable
alternatives for bone augmentation procedures was the establishment of severe
guidelines for bone processing, made by authorized bone-tissue banks, which
defined the donor selection, how the bone must be harvested, processed and
stored, together with the record-keeping procedures that must be respected.?" 3%
3 These processing protocols increased the safety of using fresh-frozen
allogeneic bone grafts, and there is an absence of reports on crossed-
contamination in its clinical use, considering diseases such as hepatitis or HIV.?*

348 there are still concerns regarding the antigenicity and immunogenicity of

allografts.* *°

Another concern regards the biological performance of bone allografts, since
when faced to the gold standard, literature shows inferior biological outcomes for
fresh-frozen allogeneic bone grafts, such as slower remodeling and an
exclusively osteoconductive action.®™ °* One recent paper also focus on a
reduced implant osseointegration success-rate®, but it is evident that there is still

51, 52, 54’ since

a lack of standardized, long-term, human studies on this issues
even when the gold-standard is used for augmentation procedures, clinical
studies have shown a higher degree of implant failures in grafted bone compared
with normal non-grafted maxillary bone.>

The aim of this study is to make a qualitative histological analysis of fresh-frozen
bone onlay allografts, compared to autografts, in patients who needed maxillary

reconstruction prior to implants placement, followed by a quantitative

histomorphometric analysis of titanium implants placed in the grafted areas.



Materials and Methods

The research protocol of this controlled case series was approved by the
Araraquara School of Dentistry Ethics Committee (CEP-FO/Car) and by the
National Research Ethics Committee (CONEP-MS) under the protocol number
36/08, and it is in accordance to the World Medical Association Declaration of
Helsinki (2002). All treatments were performed in the Department of
Periodontology, Araraquara Dental School (UNESP — Univ. Estadual Paulista),

Araraquara, Séo Paulo, Brazil.

Patient selection

A total of 34 partially or totally edentulous patients 12 male and 22 female, with
an average age of 47 years (ranging from 27 to 69), who desired oral
rehabilitation with titanium implants and had at least one site with severe bone
deficiency (i.e., <4 mm alveolar ridge width) not allowing the direct placement of a
regular size implant, were treated from May to December 2009. Alveolar ridge
width was determined on the cross-sectional image section view of CBCT (i-CAT
Classic, Imaging Sciences International, USA) generated images (DICOM-based
data sets) with a resolution of 96 dpi, 14-bits gray scale and 0.25 mm voxel size.
The CBCT unit was set at 120 kVp, 5 mA, with a 20 sec. exposure time. None of
the patients presented with systemic diseases affecting bone turnover, or were
pregnant or lactating, or had habits that could interfere with treatment (for
example: smoking, alcoholism and drug use).

Treatment allocation in the present study was not randomly assigned. Patients
judged as not having adequate amounts of donor (autologous) bone were treated

with fresh-frozen bone allografts. This decision was taken based on the clinical



screening examination and the CBCT examination and depended on the amount
of bone resorption and/or number of sites requiring reconstruction in each patient.
Following these criteria, 20 patients were treated with fresh-frozen allogeneic
bone grafts (AL) and 14 with autologous bone grafts (AT).

To fulfill Brazilian regulations, documents regarding the allogeneic biomaterial
request were filled-out and sent to the registered bone bank that supplied the
allografts (UniOss, Marilia, Brazil) previously to the surgeries. The fresh-frozen
allogeneic bone was collected and processed according to the American

Association of Tissue Banking guidelines — AATB.%*

Surgical procedures

Immediately prior to the augmentation surgery, all patients performed a mouth
rinse with 10-15 ml 0.12% chlorhexidine digluconate for one minute and povidine-
iodine 10% solution was applied to the peri-oral skin.

Under local anesthesia a full thickness flap was raised to provide a full
visualization of the alveolar ridge. Any reminiscent soft tissues were removed
from the bone surface, and delicate burs were used under intense saline solution
irrigation to penetrate the host cortical bone for enhancing vascularization
towards the base of the grafts. In the AT group, grafts of adequate size according
to defect dimensions were retrieved from the mandibular ramus. In the AL group,
standard size cortico-cancellous bone blocks (15 x 10 x 6 mm) were removed
from the freezer and put into sterile saline solution for 10 minutes, allowing them
to hydrate and obtain room temperature gradually. For both groups, the blocks
were trimmed to fit the defects using cylindrical and maxi-cut burs under

abundant sterile saline solution irrigation. The blocks were fixed with the



cancellous bone side facing the host bone using 1.5 mm in @ x 10 or 12 mm long
titanium screws (Neodent, Curitiba, Brazil) and covered by a collagen membrane
(Genius Baumer, Séao Paulo, Brazil). Finally, the flaps were repositioned to cover
the grafts completely and were sutured with interrupted nylon 4-0 single sutures.

As a post-surgical protocol, all patients received antibiotics (Amoxicillin 500 mg)
three times daily for seven days, non-steroidal anti-inflammatory treatment
(Nimesulide 100 mg) two times daily for five days, and analgesics
(Acetaminophen 750 mg) according to individual needs. Patients continued to
rinse with chlorhexidine digluconate for the following 7 days. Sutures were

removed 14 days after surgery.

Bone biopsies retrieval and evaluation

At the second surgical phase, six months later the grafting procedure, a 2 mm
internal diameter trephine bur was used to retrieve a biopsy containing the
grafted and native bone areas. The biopsy was carefully obtained perpendicularly
to the graft. One biopsy was retrieved from each patient.

The retrieved biopsies were routinely processed for light microscopy, and 6-ym
thin sections stained with hematoxilin-eosin (HE) were used for descriptive
histological analysis using a DIASTAR (Leica Reichert & Jung products,
Germany) light microscope connected to a Leica Microsystems DFC-300-FX
digital camera (Leica Microsystems, Germany). Observations were made in the
whole biopsy looking for a comparison between grafted and the native bone
which allowed the distinction of three areas: (1) area comprising the pre-existing
residual bone (e.g. residual maxillary bone), (2) area comprising the interface

between the grafted bone and the host bone, and (3) area comprising the still un-



remodeled area of the graft bone. The delineation of the un-remodeled bone was
made based in histological criteria, e.g. absence of nucleus in osteocytes lacunae

and local absence of capillaries.

Mini-implants biopsies retrieval and evaluation

Still at the second surgical phase, at the periphery of the grafted block, a mini-
implant, with acid-etched surface (2.0 mm in diameter and 5.5 mm long -
Neodent, Curitiba, Brazil) was installed. Figure 1 shows the region where the
bone biopsy was retrieved and the installed mini-implant. It is important to state
that, in cases in which the placement of a mini-implant could be harmful to the
regular implants placed (i.e. cases in which only one bone graft block was used,
and that the implant was using the majority of the grafted area), this part of the
methodology was not performed. Thus, twelve mini-implants were placed in AL-
treated group, and 8 in AT-treated group.

These mini-implants, as well as a small amount of bone surrounding them, were
retrieved at the moment those surgical sites were re-opened for healing
abutments installation, using a 3 mm internal diameter trephine bur (Figure 2).
These biopsies were processed using a system in which no decalcification is
necessary, preserving the implant during the histological preparation, and the
section were stained using Toluidine blue.*®

Histomorphometric analysis of these samples was conducted to assess the
guantity of bone formed around the mini-implant threads, after the traditional
osseointegration healing time (6 months for maxilla and 4 months for mandible).
Images of the central section of the implant were acquired using a DIASTAR

(Leica Reichert & Jung products, Germany) light microscope connected to a



Leica Microsystems DFC-300-FX digital camera (Leica Microsystems, Germany),
and using a 100x magnification.

Two parameters were measured: the bone-to-implant contact (BIC) and the bone
area between the threads of the mini-implant (BA), and they were expressed as
percentages. Three distinct regions were measured bilaterally for each mini-
implant, representatively to the “superficial” — (R1), “medial” - (R2) and
“profound” — (R3) regions of the mini-implant, corresponding to threads 1-2, 7-8
and 13-14, respectively. Measured values were also combined to express a
general value for each mini-implant.

Descriptive analysis of obtained data was expressed as means and standard
deviations. Commercially available software (GraphPad Prism 5.0 for Windows,
GraphPad Software Inc., USA) was utilized to compare the evaluated parameters
means and draw the graphics. Data was subjected to normality test analysis
(Kolgomorov-Smirnov test), and for both evaluated parameters data were
normally distributed. Thus ANOVA followed by Tukey post test was used for
multiple comparisons, and t-test was used for paired comparisons. Statistical

significance was set at 5% (p < 0.05).

Results

For both treated groups, the selected methodology to attain bone anatomy
compatible to implants placement was successful, since the surgical approach
used in this study allowed implant placement in all treated cases. During the post-
operative period, one block graft became exposed (30 days after surgery) and

four grafts were lost in the AL group (the grafted region still presented
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inflammation signs 60 days after surgery, and using a surgical approach it was
seen that the fixation screw of the grafts was loosened).

The qualitative microscopic analysis of the bone biopsies retrieved from the AL
group showed variable-sized segments of necrotic bone, with empty osteocytes
lacunae in the internal region of the grafted block. Signs of biocompatibility were
seen, without the presence of inflammatory cells, allied to the fact that the
focuses of necrotic bone were always surrounded by newly-formed living bone,
rich in osteoblasts. The separation between the residual bone and the grafted
material was not very well delimited, and the interfaces between the newly-
formed bone and the necrotic material could be seen in several regions inside the
blocks, with a tendency to a higher amount of necrotic bone in the outer part of
the grafted biopsies (distant from the host berth). Sections exemplifying these
results can be seen in Figures 3 and 4.

In AT group, only small areas of necrotic bone could be seen in the full biopsy (as
seen on Figure 5 A), with the presence of newly-formed bone and cellularized
tissue, rich in osteocytes even in the outer limits of the grafted region (Figure 5
B). Reversion lines, indicating an advanced stage of remodeling of these gratfts,
with almost no perception of difference between the grafted and the host bone,
were also present.

Quantitative histomorphometric analysis was made based on sections with an
average width of 37 ym, which were able to show the relationship between the
newly-formed bone and the implant surface (Figures 6 and 7). For all studied
regions (R1, R2 and R3), and also for the mini-implant considered in its totality,
no significant difference between the studied groups were found for both BIC and

BA. The largest difference between the groups, considering the averages, were
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seen when BIC was evaluated in R2 (41.9 + 32.2% for AL-treated group against
59.3 + 24.5% for AT) and R3 (42.0 £ 31.6% for AL-treated group against 57.7
36.1% for AT), and when BA was evaluated in R2 (39.2 + 32.1% for AL-treated
group against 58.7 + 22.4% for AT), although without any statistical significance.

These results are expressed in Table 1 and Figures 8 and 9.

Discussion
Although there is an progressively higher number of papers in literature regarding

5759 gcientific evidence on their

the use of fresh-frozen bone allografts (AL)
biological behavior is still unsatisfactory and divisive. While some studies report
that AL grafts may provide results equivalent to those achieved with autologous
bone grafts®* ® °' there are others concentrating on worse biological
performance (higher resorption rates®®, slower biological incorporation®® and

worse long-term survival rates of subsequently inserted implants®* 3

) when
compared to AT grafts.

Literature considers that the long-term implant survival rates for implants installed
in grafted bone areas is generally not as good as for the non-grafted regions,
even when the use of the gold standard material for grafting — autologous bone —
is used.” So far, little information regarding this topic in areas grafted with fresh-
frozen bone allografts, a plausible substitute material for autografts, is present in
literature. Bone quality, a host-related factor, is believed to be one of the most
important predictors of outcome and in grafted jaws has particular relevance,

since it can directly interfere in the quality of the osseointegration of the implants,

and therefore in their longitudinal success.®*
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In this study, bone quality was assessed in two different moments: at the
moments implants were installed and after the traditional osseointegration period,
to better understand the mechanisms that might lead to an impaired
osseointegration in grafted areas.

In literature, one of the causes associated to the poorer results regarding
implants osseointegration success in grafted areas regards the slow remodeling
and revitalization of block grafts.®> °® This information is especially important
when referring to AL grafts, since it is already well established that the processing
of allograft tissue, even if only antibiotic-washing and deep-freezing are used,
significantly weakens the biologic and mechanical properties initially present in
the bone tissue.?® ® Our results showed variable-sized segments of necrotic
bone, with empty osteocytes lacunae in the internal region of the grafted AL
blocks, while only small areas of necrotic bone could be seen in the AT group
biopsies, with the presence of newly-formed bone and only small spots of
necrotic material, according to what is stated in literature.?® These results are also
similar to what was previously reported by our study group, although the cortico-
cancellous AL bone used in this study has an apparent better biological
performance when compared to the cortical AL grafts used in our previous study,
with a diminished amount of necrotic bone at the moment the implants were
installed.®® The fact that the separation between the residual bone and the
grafted material was not very well delimited, also corroborates this fact, since
when cortical AL block were used, the interface between the necrotic part of the
grafted block and the host bone was still macroscopically visible, seven months

after grafting.®
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There are other papers in literature that go in the same direction of our results,
regarding topics such as inadequate revascularization, little creeping attachment
and decreased mineral accretion associated to a small number of cells working in
the remodeling process of the fresh-frozen bone allografts, acting only as an
osteoconductive biomaterial, without any osteogenic or osteoinductive properties,
generally concluding that AL grafts perform histologically and biologically poorly
when compared to AT grafts, mainly considering the first 12 months following the
bone-graft surgery’® 2> 8

It is important to the state that this delayed remodeling of AL grafts could have
direct implications over its clinical use, since it could compromise the
osseointegration of implants installed in the grafted area. The histomorphometric
evaluation developed in this study aimed to attain information on this subject,
checking the quality of the osseointegration achieved in the grafted areas. In our
study, although there was a biological delay in AL grafts remodeling process
compared to AT, no significant difference between the studied groups was found
for both BIC and BA, for all studied regions (R1, R2 and R3), and for the mini-
implant considered in its totality. These results, based on an evaluation method
which is able to provide reliable data on the strength of the interface and the
quality of implant anchorage in periimplant bone, show that both tested materials
promoted the osseointegration of the implants in terms of success, since the
achieved values are within those accepted in literature as characteristic of a
consolidated osseointegration process.® "

Nevertheless, if we put together information on the slower remodeling of AL

grafts compared to AT®® and the lower long-term implant survival rates for

implants installed in grafted bone areas™, it becomes clear that results such as
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those showed by Carinci et al.>®

, with a low long-term implants success rate in AL
grafted areas, might be biologically ratified. In our study, the largest difference
between AL and AT groups, regarding R2 and R3 for BIC and R2 for BA,
although without statistical significance, reveal that the effects of these biological
events into the long-term clinical results of fresh-frozen bone allografts in

maxillary bones, and the success rate of implants and implant-supported

prosthesis installed over them need further investigation.

CONCLUSION

Considering these results and based on the limitations of the evaluation model
that was used, it is concluded that AL showed a poorer biological performance
compared to AT, based on its slower remodeling process, although the short-
term evaluation of osseointegration parameters showed similar results

considering areas augmented with both materials.
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Figures

Figure 1 — Clinical example of a grafted area, showing the regions were the bone

biopsy was retrieved (*) and were the mini-implant was placed (A).

Figure 2 — Retrieval of the biopsy containing the mini-implant.
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Figure 3 — Photomicrograph of a biopsy retrieved from the AL treated group. (A)
shows areas of necrotic bone in direct contact with viable, newly-formed, bone. In
(B), a higher magnification (of the area corresponding to the rectangle), showing the
necrotic bone (with empty osteocytes lacunae) surrounded by viable tissue, with

exuberant osteocytes.

Figure 4 — Photomicrograph of a biopsy retrieved from the AL treated group. (A)

shows a general overview of the grafted area, in which is difficult to differentiate the
new-formed bone and the necrotic material. In (B), a higher magnification (of the
area corresponding to the rectangle), shows the direct contact between the viable

bone and the reminiscent necrotic material.
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Figure 5 — Photomicrograph of a biopsy retrieved from the AT treated group. (A)
shows a general overview of the grafted area, mainly penetrated by living cells, with
small areas of necrotic bone. In (B), a higher magnification (of the area
corresponding to the rectangle), shows the presence of newly-formed bone and

cellularized tissue, rich in osteocytes, even in the outer limits of the grafted region.

Figure 6 — Photomicrograph of a mini-implant biopsy retrieved from the AL treated

group, stained in Toluidine blue, and used for the histomorphometric evaluation.
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Figure 7 — Photomicrograph of a mini-implant biopsy retrieved from the AT treated

group, stained in Toluidine blue, and used for the histomorphometric evaluation.

Figure 8 — Bone-to-implant contact (BIC), in %. The results were expressed in

means and standard deviations.
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Figure 9 — Bone area between the threads of the implant (BA), in %. The results

were expressed in means and standard deviations.
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Table 1 — Bone-to-implant contact (BIC) and bone area between the threads (BA), expressed in means and standard deviations, in three
distinct regions around the mini-implant (“superficial” — R1, “medial” — R2 and “profound” — R3) and in general

R1 R2 R3 General

Parameter
AL AT AL AT AL AT AL AT

BIC (%) 33.6+20.8 37.8+28.9 41.9£32.2 59.3+24.4 42.0£31.6 57.7+36.1 39.2+14.3 44.4+24.4

BA (%) 39.0+27.3 46.5£26.0 39.2+32.1 58.7x22.4 45.9+33.3 51.9+36.2 41.4%15.6 43.5+24.3
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RESUMO

O objetivo deste estudo foi avaliar a incorporacdo de enxertos 6sseos em bloco, auté-
genos corticais e homogenos (cortico-medulares) em humanos, através de avaliacao
tomogréfica. Para tal, tomografias de dez pacientes (cinco tratados com enxertos
6sseos homdgenos e cinco com enxertos dsseos autégenos), obtidas previamente
a cirurgia de enxerto, aos 14 e aos 180 dias pos-operatérios, foram avaliadas em
relacdo a espessura, altura e densidade dsseas, em um total de 19 blocos dsseos
avaliados, sendo dez homoélogos e nove autélogos. Através de andlises estatisticas, os
resultados demonstraram similaridade entre a espessura e a densidade dssea obtida
nos grupos tratados com enxerto ésseo autégeno e homogeno. Pode-se concluir que
o enxerto de osso homologo apresentou, sob um ponto de vista tomogréafico e 180
dias de seguimento, caracteristicas semelhantes ao enxerto 6sseo autégeno, tendo
proporcionado e mantido um aumento de espessura capaz de permitir a reabilitacao
com implantes osseointegraveis.
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ABSTRACT

The objective of this study was to evaluate the remodeling of autologous and
homologous bone grafts in humans, using tomographic images. For this, CT images
from 10 patients (5 treated with autologous bone grafts and 5 treated with homologous
bone grafts), made previously to the grafting procedures, and 14 and 180 days post-
operatory were evaluated regarding to bone height, width, and density, in a total of 19
bone blocks, 10 homologous and 9 autologous. Results showed similarities between the
two tested materials regarding bone width and density. It can be concluded that the
homologous bone presented, in a tomographic approach, after 180 days of follow-up,
characteristics which can corroborate its use as a bone graft material, providing and
sustaining a good bone volume for oral rehabilitation with dental implants.

Key Words - Bone graft; Homologous transplantation; Autologous transplantation;
Tomographic evaluation.
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Introducao

O uso de enxertia 6ssea em bloco, no intuito de se obter
um rebordo 6sseo vidvel para a instalacdo de implantes de
titanio, aumentou de forma significativa na ultima década,
em conjunto com o uso de novos biomateriais e técnicas para
arealizacdo de tal procedimento!. Neste interim, o enxerto
0sseo autdgeno se mantém como o método mais previsivel
e melhor documentado, sendo, portanto, considerado o mé-
todo padrdo para correcao deste tipo de defeito’. O grande
problema, porém, é que tal enxerto dsseo, além de associado
com morbidade, dor e perda de funcao temporaria, também
fornece quantidade éssea limitada, de acordo com a anato-
mia da regido doadora, além da necessidade da criacdo de
uma 4rea cirurgica adicional®.

Apesar de haver uma grande variedade de biomateriais
para implantes 6sseos disponiveis no mercado, fator asso-
ciado a um avanco crescente no desenvolvimento e aper-
feicoamento dos mesmos, ainda nao existe um biomaterial
que traga todas as qualidades, porém sem as limitacdes do
osso autdgeno, e esse € o principal fator que movimenta a
busca por novos biomateriais.

O uso de tecido 6sseo proveniente de bancos de teci-
dos, também conhecido como enxerto homoégeno ou fresco
congelado, tem aumentado nos ultimos anos. A indicacao
deste tipo de biomaterial ocorre quando ha auséncia de osso
autdégeno para captacdo, ou em casos quando o paciente
apresenta resisténcia frente a necessidade de manipulacao
de um segundo leito cirdrgico para captagdo do enxerto,
atividade esta frequentemente associada a problemas na
fase pds-operatodria, tais como deiscéncia de sutura, dor e
infeccgédo’.

Vantagens como facilidade de obtencdo, em quantidade
desejada, redugédo do tempo cirdrgico e a ndo necessidade
da manipulacdo de uma segunda area cirurgica tornam o
osso homogeno, captado junto aos bancos de tecido, uma
alternativa viavel nas cirurgias de reconstrucdo éssea
prévias a reabilitacdo com implantes osseointegraveis®.
Acredita-se que este enxerto dsseo atue como um arcabouco
para a neoformacéao 6ssea, agindo preferencialmente como
osteocondutor e, talvez, como osteoindutor’.

Estudos prévios sugerem que, quando comparado ao
enxerto autdgeno, o enxerto homdgeno apresenta capaci-
dade de revascularizagdo e remodelacdo mais lentas e a
uniao entre o leito receptor e o enxerto pode ser obtida de
forma consistente, porém nédo uniforme®. A maior demanda
de tempo necessario para remodelacdo, a necessidade de
respeito absoluto aos protocolos de captagao e processamen-
to, para que néo ocorra contaminacao, e o fator psicolégico
de se utilizar um material obtido de cadaveres seriam as
desvantagens deste tipo de enxerto enfocadas na literatura®.
Adicionalmente, poucos estudos na drea de Implantodontia,
utilizando grupo controle, andlise tomografica e histologica,
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tratamento estatistico dos dados, seguimento a longo prazo,
tém sido conduzidos no intuito de se comparar o enxerto
0sseo homdégeno ao padrdo ouro atualmente disponivel: o
enxerto 0sseo autégeno.

Apesar do fato de que em 2002, no Brasil, a portaria n°
1.686 do Ministério da Satude ter aprovado as normas para
autorizacao de funcionamento e cadastramento de bancos de
tecidos musculoesqueléticos, ainda é pequeno o numero de
bancos de tecido musculoesquelético ja em funcionamento e
de grupos de pesquisa enfocados em esclarecer como ocorre
a remodelacdo deste enxerto e se h4, parcial ou totalmente,
substituicdo deste enxerto por tecido dsseo vital'®.

Em relacao a como avaliar o desempenho destes enxer-
tos e a despeito do fato das tomografias estarem se tornando
o exame diagnostico preferencial no planejamento de im-
plantes e enxertos, os estudos que enfoquem a incorporagao
0ssea pos-enxertia por meio tomografico também sao poucos.
Principalmente, em relacdo as alteracbes na espessura e
densidade 6sseas pos-enxertia, os exames radiograficos pa-
noramicos pouco auxiliam o clinico na tomada de decisoes,
porém, isto nao influenciou no fato de que até o momento
a maioria dos estudos disponiveis neste foco fossem feitos
com estes exames para ratificar seus resultados!'2

Neste trabalho, nosso objetivo foi avaliar a incorpora-
¢do de enxertos 0sseos autdgenos (corticais) e homodgenos
(coértico-medulares) em humanos, através de avaliagao
tomogréfica, com foco principal nas alteracdes na espes-
sura e densidade ésseas, que seguem os procedimentos de
enxertia.

Material e Método

Composicao da amostra

Neste estudo foram avaliadas tomografias obtidas de
dez pacientes, edéntulos parciais ou totais, de ambos os
sexos e idade variando entre os 22 e 65 anos, atendidos nos
cursos de Especializacdo em Implantodontia, da Faculdade
de Odontologia de Araraquara (Foar-Unesp), que buscavam
reabilitacdo oral por meio de implantes osseointegraveis,
porém, apresentavam defeitos 6sseos maxilofaciais que
impossibilitavam a instalacao imediata desses implantes;
necessitando, portanto, de enxertia 6ssea.

O projeto de pesquisa foi submetido a apreciacdo pelo
Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade de Odontologia
de Araraquara — Unesp (CEP-FO/CAr) — e pela Comissao Na-
cional de Etica em Pesquisa do Ministério da Satide (Conep-
MS) e aprovado sob o protocolo nimero 36/08, sendo que
todos os pacientes participantes do projeto assinaram um
termo de consentimento livre e esclarecido ratificando sua
participacdo no estudo. Os dez pacientes foram divididos
em dois grupos de cinco pacientes cada; sendo que cinco
pacientes receberam enxertos 6sseos autdégenos e os outros
cinco enxertos 6sseos homogenos, obtidos junto ao banco



de tecidos musculoesqueléticos da UniOss (Marilia, Brasil),
banco este reconhecido e de funcionamento autorizado pela
Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria — Anvisa. Ao todo
foram avaliados dez blocos 6sseos homdgenos e nove blocos
dsseos autdgenos, visto que cada paciente recebeu mais de
um bloco ésseo em todos os casos incluidos na pesquisa. A
alocacao dos pacientes em cada um dos grupos nao foi ran-
domica por preceitos éticos. Eticamente, o paciente tratado
com osso homoégeno deve ser informado e consentir sobre
o fato. Além disto, como atualmente o osso autégeno é tido
como padrdo ouro, s6 foram tratados com osso homdégeno
pacientes que ndo possuiam osso autégeno em quantidade
suficiente para enxertia ou aqueles pacientes que apresen-
tavam grande resisténcia em relacdo a abertura de uma
segunda &rea cirtrgica para remocao de seu proprio osso.

Procedimentos cirargicos

Para realizacdo dos enxertos dsseos, apds a antissep-
sia extra e intraoral do campo operatorio, foi realizado o
bloqueio anestésico da regido correspondente a inervacao
da area a ser enxertada e nos casos de enxertia autégena,
também, da &rea doadora (neste caso, a linha obliqua externa
da mandibula). O procedimento para retirada e instalacao
dos enxertos seguiu o protocolo classico ja descrito na lite-
ratura'®. Resumidamente, o procedimento foi iniciado com
uma incisdo sobre o rebordo, na regido edéntula, seguida de
incisoes relaxantes. Foi deslocado um retalho mucoperiostal
que expds o leito receptor, permitindo plena visualizacdo
do defeito ésseo a ser reparado. Incisdes sob o peridsteo do
retalho foram realizadas a fim de diminuir a tensao tecidual
e, consequentemente, permitir o recobrimento do enxerto
6sseo a ser instalado. Nos casos tratados com osso autégeno,
a area doadora foi entdo abordada, com a exposicédo do leito
dsseo e seu preparo, sob irrigacdo abundante, com o uso de
fresas cilindricas # 700 e # 701, e de delicados cinzéis, para

Figura 1
Guia tomogréfico, feito em resina acrilica convencional,
utilizado na pesquisa. Atentar para as marcagoes circulares
preenchidas com guta-percha.
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remocao do bloco 6sseo, que foi trabalhado para permitir
sua fixacdo ao leito com parafuso de titanio de 1,5 mm de
didmetro. Bordas irregulares que pudessem lacerar o reta-
Iho e, consequentemente, expor o enxerto foram removidas
com brocas esféricas e sob irrigacdo constante e as sobras
Osseas, obtidas durante o remodelamento dos blocos foram
adaptadas ao redor dos blocos. Uma membrana reabsorvivel
de coldgeno bovino (Genius-Baumer, Brasil) foi utilizada
no recobrimento dos enxertos, no intuito de impedir a co-
lonizacao de fibroblastos nesta area, visto que o periosteo,
encarregado desta funcao, encontrava-se desorganizado
devido ao deslocamento do retalho. A primeira fase cirdrgica
foi finalizada com o reposicionamento do retalho sobre a
4rea receptora e sutura simples interrompida, usando fio ndo
reabsorvivel (Nylon 4-0, Ethicon). A &rea doadora também
foi suturada com sutura simples interrompida, usando fio
nao reabsorvivel (Seda 4-0, Ethicon).

No grupo tratado com osso homogeno, blocos de tecido
O0sseo cortico-medular, obtidos do banco de tecidos UniOss,
foram utilizados como biomaterial para enxertia, sendo que
apos retirados da embalagem, foram colocados por cinco
minutos em solucdo salina estéril para reidratacao e retorno
a temperatura ambiente, para seu posterior ajuste e corte
e adaptacao de maneira perfeita ao leito receptor. Adicio-
nalmente, a regiao medular destes enxertos foi compactada
utilizando-se um alicate biarticulado, de tal modo a diminuir
0s espacos vazios entre as trabéculas 6sseas existentes no
enxerto; no intuito de se aumentar sua previsibilidade volu-
métrica e também de aumentar seu ajuste ao leito receptor.

Os pacientes também receberam orientacdes pos-
operatérias, incluindo a prescricdo de medicacéo sistémica
constituida por antibidtico (amoxicilina 500 mg, trés vezes
ao dia, durante sete dias), anti-inflamatoério (nimesulida
100 mg, duas vezes ao dia, durante cinco dias), analgésico
(paracetamol 750 mg, quatro vezes ao dia, se houvesse dor)

Figura 2
Diagrama evidenciando como foram feitas as medidas
de altura (vermelho) e espessura (azul) dsseas na tomografia.
O diagrama A mostra um perfil transversal prévio a enxertia, enquanto
que o diagrama B mostra o perfil transversal conforme visto aos
14 e 180 dias pés-operatérios. A densidade dssea foi medida sobre
a mesma linha utilizada para medida da espessura.
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e medicacdo tépica constituida por enxague de digluconato
de clorexidina a 0,12%. A sutura foi removida apds 14 dias
e a regido operada permaneceu sem influéncia de carga
direta durante toda a fase de cicatrizacao dssea. Para os
pacientes usudrios de protese removivel, parcial ou total,
foi feito um alivio e reembasamento dessts proteses com
material resiliente (Truesoft, Bosworth, EUA), permitindo
que os mesmos usassem socialmente suas préteses, porém,
sem trazer danos a regido enxertada.

Avaliacao tomografica

A avaliacdo tomogréfica foi baseada no uso de um tomo-
grafo do tipo cone-beam I-CAT Classic (Hartfield, PA, USA),
onde a imagem da regido de interesse foi reconstruida em
um raio de 360 graus, com um tamanho minimo de voxel de
0,25 mm, em uma escala de cinza de 14 bits. O tamanho de
cada pixel é de 0,125 mm, com espessura de corte minima
de 0,25 mm, aumentando a precisdo das medidas que foram
feitas sobre estas imagens!.

Tais exames foram realizados em trés momentos
diferentes, para todos os pacientes: sete dias antes da
realizacdo dos enxertos (evidenciando a real necessidade
do mesmo), 14 dias apés a realizacao do enxerto 6sseo
(permitindo a avaliacdo pés-cirurgica imediata do ganho
de tecido proporcionado pelo procedimento) e sete dias
antes da instalacdo dos implantes — ou seis meses apos a
instalacdo dos enxertos — (permitindo a avalia¢do da real
quantia de tecido 6ésseo aumentado e o planejamento para
instalacdo dos implantes); sendo que em todos os exames
um guia tomogréfico foi utilizado. Estes guias (Figura 1),
feitos com resina acrilica, possuem marcacgoes radiopacas
com 1 mm de diametro nas posi¢des onde se esperava que
os implantes fossem instalados, ou ainda, nas posi¢oes onde
os blocos ésseos foram enxertados, permitindo desta forma
que as medidas pudessem ser feitas na mesma posi¢cdo em
cada uma das imagens tomograficas feitas, garantindo a
sua padronizacao.

A partir das tomografias, informacées sobre a densida-
de, altura e a espessura 6ssea na regidao de realizacao dos
enxertos foram obtidas (Figura 2), utilizando-se o software
Dental Slice 2.7.2 (Bioparts, Brasil) e a correlagao destes
valores nos trés momentos observados foi avaliada, bem
como o percentual de ganho ou perda tecidual em cada
momento observado® s

Obtencao dos resultados e analise estatistica
Todos os resultados referentes a andlise tomografica
foram agrupados em tabelas e encaminhados para avaliacao
estatistica, especifica para cada um dos dados obtidos, de
forma a permitir a avaliacao intra e intergrupos para cada
um dos parametros avaliados.

Resultados

Os 19 blocos 6sseos enxertados, tanto os dez de origem
homégena quanto os nove de origem autégena, mostraram-
se integrados ao leito receptor, com caracteristicas indica-
tivas de incorporacao e aptos a receberem implantes no
momento de sua reabertura, isto é, 180 dias apds a cirurgia
inicial de enxertia 6ssea (Figura 3).

Os dados numéricos obtidos das imagens tomogréficas
foram avaliados em relacao a sua normalidade, como o au-
xilio do software GraphPad Prism 5.0 (GraphPad Software
Inc, EUA), sendo que os dados referentes a altura e espes-
sura do rebordo alveolar 6sseo, dados em milimetros, foram
considerados paramétricos e os dados da densidade 6ssea,
dados em unidades Hounsfield, foram considerados néao
paramétricos, com o uso do teste de D'Agostino & Pearson.

Em relacdo a altura éssea, apesar da tendéncia ob-
servada de valores menores para o grupo tratado com osso
homégeno (Figura 4), ndo foram observadas diferencas
estatisticas significativas entre os grupos em qualquer dos
periodos de avaliacao (p > 0.05, teste t) ou entre os periodos,
para os dois grupos da pesquisa (p > 0.05, teste de Anova).

Figra 3
Aspecto clinico dos enxertos homdlogos no momento de sua reabertura, 180 dias apds a cirurgia inicial.
Tanto a vista oclusal (direita) como a vista oclusal (esquerda) evidenciam o avancado estado de remodelacdo do mesmo.
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Figura 4
Meédia e desvio padrdo da altura éssea tomogrdfica, em
milimetros. Ndo foram encontradas diferencas estatisticas
semelhantes nas comparagoes entre os grupos e periodos.

Para a espessura 0ssea, os grupos homoégeno e autége-
no apresentaram resultados estatisticamente semelhantes
(Figura 5), com espessura 0ssea obtida previamente a reali-
zacao dos enxertos, diferindo significativamente (p < 0.001,
teste de Anova, seguido pelo teste de comparacdao multipla
de Tukey) da espessura aferida aos 14 dias e aos 180 dias
pos-operatorios. Outro resultado relevante diz respeito a pro-
porcao direta obtida entre as espessuras obtidas para cada
um dos periodos de observagao (Figura 6). Levando-se em
conta os dados obtidos aos 14 e aos 180 dias pds-operatorios,
vemos que a proporcao de ganho ou perda na espessura
Ossea foi estatisticamente semelhante para os dois grupos de
estudo, sendo que este valor se manteve muito préximo de
1 (0,98 = 0,06 para o grupo homoégeno e 0,95 = 0,07 para o
grupo autdégeno), ou seja, ndo houve alteragoes de espessura
significativas dentro de cada grupo, entre esses dois periodos
de observacao. Levando-se em conta os dados obtidos no
pré-operatorio e aos 180 dias pés-operatorios, veremos que a

Figura 5
Meédia e desvio padrdo da espessura 6ssea tomogrdfica,
em milimetros. *** Diferenca, dentro de um mesmo grupo,
entre os valores obtidos no periodo inicial de observacdo
e os demais (p < 0,001, Anova, teste de Tukey).

proporcao de ganho na espessura 6ssea foi estatisticamente
mais significativa (p < 0,01, teste de Mann-Whitney) para
o grupo tratado com osso homégeno (2,54 = 0,65) em rela-
cdo ao grupo autégeno (1,79 + 0,29). Este achado se deve
ao fato dos enxertos homdgenos apresentarem espessuras
iniciais superiores aos enxertos 0sseos autégenos, dada a
facilidade na sua obtencao.

Finalmente, para a densidade 6ssea tomografica, medida
em unidades Hounsfield, os resultados demonstraram que,
para um mesmo grupo, os valores nao diferiram estatistica-
mente nos trés periodos de observacao. Ja para as compara-
¢oes entre os grupos, em cada um dos periodos de avaliacao,
tivemos que tanto aos 14 quanto aos 180 dias p6s-operatoérios,
o grupo tratado com osso homoégeno demonstrou valores
inferiores (p < 0,05, teste de Mann-Whitney) aos obtidos no
grupo tratado com osso autégeno; sendo que em todos os
casos a média obtida indicava que o osso existente na regiao
seria intermedidrio entre os Tipos II e III (Figura 7).

Figura 6
Proporgéo direta obtida entre as espessuras 0sseas tomograficas
inicial e final, para cada um dos periodos de observacdo. Para
a proporcdo feita entre a espessura final (180 dias) e a inicial
(pré-operatéria), houve uma diferenca significativa entre os dois
grupos estudados significativa (p<0.01, teste de Mann-Whitney).

Figura 7
Meédia e desvio padrdo da densidade dssea tomogrdfica,
em HU. Dentro de um mesmo grupo, ndo foram encontradas
diferencas entre os periodos. *Diferenca, dentro de um mesmo
periodo, entre os valores obtidos em cada um dos grupos
de estudo (p<0.05, teste de Mann-Whitney).
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Figura 8
Evolucdo tomogréfica de um caso tratado com osso autdélogo. Observar as alteracoes em espessura e densidade dsseas que ocorrem
desde o momento pré-cirirgico (A), passando pelos 14 dias pos-operatorios (B), até o panorama final, aos 180 dias (C).

Figura 9
Evolucdo tomogréfica de um caso tratado com osso homologo. Observar as alteracées em espessura e densidade 6sseas
que ocorrem desde o momento pré-cirtirgico (A), passando pelos 14 dias pés-operatérios (B), até o panorama final, aos 180 dias (C).
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Discussao

As propriedades osteocondutoras, osteoindutoras e os-
teogénicas dos enxertos autégenos sdo indiscutiveis e fazem
deste enxerto o padrdo ouro nos dias atuais'®. Ao mesmo
tempo, o uso de enxerto 6sseo homégeno, para correcoes
de deficiéncias 6sseas que impecam a reabilitacdo com
implantes, tem se mostrado clinicamente viavel; sobretudo
por evitar o sacrificio de outras estruturas ao manipular
areas doadoras, pela diminuicdo do tempo cirurgico e do
desconforto pés-operatorio, conforme relata a literatura'’-8.

No presente artigo, nossos resultados sugerem que o
0sso homégeno foi capaz de promover aumento de espessura
consideravel quando usado em procedimentos de enxertia e,
especialmente, de manter a espessura obtida ao longo de 180
dias, de maneira similar ao osso autégeno (Figuras 8 e 9) sob
o ponto de vista tomogréfico, apresentando caracteristicas
de densidade éssea compativeis ao observado no padrdo
ouro; sendo este um provéavel indicativo de incorporacdo
do enxerto adequada a finalidade esperada dos mesmos.

A literatura nos mostra que o uso de osso homégeno
como biomaterial é estudado desde o inicio dos anos 1800,
porém, somente nas ultimas décadas seu uso foi oficializa-
do e a pesquisa sobre sua aplicacdo pode atingir os niveis
requeridos pela prética odontolégica atual®. Isto porque,
anteriormente ao desenvolvimento das tecnologias de
processamento de tecidos, o osso homogeno era utilizado
fresco, obtido do cadaver ou de um doador vivo, com riscos
de contaminacdo ou rejeicao iminentes, prejudicando as-
sim, os resultados obtidos*. Seguindo os protocolos atuais
de captacdo e processamento deste tipo de tecido, tanto a
Ortopedia quanto a Odontologia tém se beneficiado das
aplicacdes clinicas deste biomaterial, com poucos, porém
interessantes, resultados relatados na literatura®'-%2,

Taxas de sucesso, entendido pela correta incorpora-
cdo dos enxertos homdgenos, variando entre 60 e 90% sdo
evidenciadas pela literatura da area de Ortopedia Médica,
dados estes avaliados de maneira clinica e radiografica®-°.
Na area Odontolégica, estudos citando taxas de sucesso,
especialmente a longo prazo, sdo ainda escassos e pouco
padronizados.

Seguindo a metodologia utilizada em nossa pesquisa,
podemos dizer que o uso de tomografias computadorizadas
no complexo maxilofacial tém se mostrado como ferramenta
de exceléncia para a avaliacdo de procedimentos cirurgicos,
como os de enxertia 6ssea. Os programas de reformatacao
destas imagens, como o que foi utilizado na pesquisa, con-
seguem demonstrar com precisdo os limites e contornos do
tecido 6sseo nativo e até mesmo dos blocos dsseos enxerta-
dos em um primeiro momento; divisao esta que se perde com
o passar do tempo com a incorporacao destes blocos. Além
disto, a correlacao das medidas obtidas nestas imagens com
o que é observado clinicamente é muita alta, tornando a to-
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ainda escassos e
pouco padronizados.

mografia uma ferramenta diagnéstica realmente confiavel?.

A literatura ainda é pobre ao abordar sobre enxertos
6sseos homodlogos da maneira como foi mostrado neste
trabalho. Apesar disto, existem poucos estudos sobre en-
xertos autdlogos, em humanos, que utilizaram o método
tomografico para obter resultados referentes a manutencao
ossea volumétrica dos enxertos'??’-28, Ponto pacifico nestes
estudos seria a pequena perda de volume 0sseo que ocorre
de maneira concomitante a sua remodelacao, sendo que a
maioria dos resultados relatados afirma que esta perda seria
de cerca de 0,5 a 1 mm em espessura no primeiro ano; ou
seja, mantendo uma propor¢do muito préxima de 1 quando
comparadas a espessura 6ssea obtida imediatamente apos
a enxertia e nos momentos subsequentes, quando da insta-
lacdo de implantes de titanio, tal qual mostrado em nosso
estudo!??7-28,
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Estas pequenas alteracdes na espessura poderiam
também estar relacionadas a descalcificacdo e alteracao
no volume do trabeculado ésseo durante a remodelacao
dos enxertos?. Em nosso trabalho, o grupo tratado com
osso homoégeno demonstrou menores valores de densi-
dade 6ssea tomografica do que o grupo tratado com osso
autégeno; embora, esta diminuicdo ndo tenha se mostrado
estatisticamente significante quando avaliamos os diferentes
periodos dentro do mesmo grupo de estudo. A literatura
relata a possibilidade de que quando estas alteracoes de
densidade mostram-se pequenas, como as aqui relatadas,
este fato poderia ser produto exclusivo dos processos de
remodelacao, sem que houvesse perda relevante de altura e
espessura o0sseas, como também foi demonstrado por nossos
resultados; porém, sem fornecer resultados histolégicos ou
histométricos que ratifiquem esta informacao?-°. Outra
hipotese que também poderia justificar este dado seria a
diferente proporcao de osso cortical/medular presente nos
dois tipos de enxertos 6sseos utilizados. Para conclusoes
mais definitivas ainda sdo necessarios estudos histolégicos

a médio e longo prazo, avaliando a incorporacéao e indice de
remodelacdo dos enxertos 6sseos homoélogos em comparacao
aos enxertos dsseos autdogenos.

Conclusao

Tendo em vista os resultados obtidos nesta pesquisa, e
dentro de suas limitacoes, pode-se concluir que o enxerto
de osso autégeno e homégeno em bloco, apresentaram, sob
o ponto de vista tomografico, manutencdo de espessura
e densidade em um periodo de 180 dias pds-operatorios,
permitindo a instalacdo e reabilitacdo com implantes os-
seointegraveis.
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Fate of autologous and fresh-frozen allogeneic block bone grafts used for

ridge augmentation. A CBCT-based analysis.

Abstract

Objectives: To evaluate dimensional changes in autologous and fresh-frozen
allogeneic block bone grafts 6 months after alveolar ridge augmentation. Material
and methods: Twenty-six partially or totally edentulous patients treated either
with fresh-frozen allogeneic bone (AL) or autologous bone onlay block grafts (AT)
prior to implant placement (13 patients in each group), were included in this
analysis. Patients received CBCT (i-CAT Classic) examinations prior to surgery
and 14 days (14d) and 6 months (6m) after grafting. Differences in alveolar ridge
area among the various observation times were evaluated by planimetric
measurements on 2-D CBCT images of the grafted regions. Nineteen grafted
blocks from each group were evaluated. Results: Significant increase in alveolar
ridge dimensions, allowing implant placement, was obtained with both types of
grafts 6m after grafting; no significant differences in alveolar ridge area were
observed between the groups at the various observation times. However, graft
resorption in the AL group was significantly larger compared to that in the AT
group at 6m. Conclusions: Larger bone graft resorption was seen in patients
treated with fresh-frozen allogeneic bone than in those treated with autologous

bone 6 months following alveolar ridge augmentation.



Introduction

High success rates in implant treatment are strongly connected to an adequate
bone volume, which enables the installation of dental implants at the right
position and maintains osseointegration over time (Akagawa et al. 1992, Sahin et
al. 1996, Wadamoto et al. 1996). In cases where an adequate bone volume is not
available, various reconstructive techniques including bone grafting, can be
employed to re-establish the maxillo-facial bone anatomy before or at the time of
implant placement (Chiapasco et al. 2006, Goldberg & Stevenson 1987,
Goldberg & Stevenson 1993, Goldberg & Stevenson 1994).

Autologous bone grafting remains the most predictable and best documented
method — considered the gold standard — for bone augmentation (Capelli 2003,
Donovan et al. 1994, Keller & Triplett 1987, Misch & Misch 1995, Nowzari &
Aalam 2007). The technique, however, has disadvantages such as donor site
morbidity, post surgical pain, nerve and soft tissue injuries, increased operative
time and deficiencies in the quality and quantity of available bone (Leonetti &
Koup 2003, Waasdorp & Reynolds 2010). Besides that, the vitality of autografts is
not always completely evident since the majority of the osteocytes of
monocortical bone grafts do not survive the grafting procedure, and thus portions
of non-vital bone remain for extended periods of time, until they progressively
remodel into new vital bone several months after grafting (Zerbo et al. 2003).
Among the possible alternatives to autologous bone grafting is the use of fresh-
frozen allogeneic bone grafts (Collins et al. 1998, de Boer 1988, Goldberg &
Stevenson 1987, Goldberg & Stevenson 1993, Zerbo et al. 2003). Allogeneic
bone grafts possess advantages such as availability, the absence of a second

surgical area and reduced surgical time (Mankin et al. 1983).



In the last decades, the use of fresh-frozen bone allografts has increased
exponentially (de Boer 1988, Dodd et al. 1988, Tomford 2000). In comparison
with autologous bone, fresh-frozen allogeneic bone grafts have resulted in
significantly poorer outcomes with slower remodeling and a solely
osteoconductive action, but standardized human studies are lacking (Bach et al.
1991, Brown & Cruess 1982, Mizutani et al. 1990). Concerns regarding the
antigenicity and the risk of disease transmission (such as hepatitis or HIV) with
the use of bone allografts have been raised previously (Leslie & Bottenfield
1989), however it is advocated that if strict guidelines for donor bone tissue
processing are followed (Palmer et al. 1999, Tomford et al. 1983), fresh-frozen
allografts should be considered safe to use, and the risk of disease transmission
should be low (Waasdorp & Reynolds 2010).

The gold standard evaluation method to characterize the fate of grafted bone
over time is histology; however, histological evaluation is most of the time not
possible in clinical settings, and non-invasive imaging methods have been
suggested for this purpose (Bauer & Muschler 2000, Eppley et al. 2005,
Giannoudis et al. 2005). Cone Beam Computerized Tomography (CBCT) may be
a potentially efficient tool to evaluate the treatment outcome after grafting
procedures or for long-term monitoring (Ehrhart et al. 2008, Grauer et al. 2009)
since the technique has the advantage of a relatively low image acquisition time
and patient radiation dose (De Vos et al. 2009). CBCT images have been used
previously to evaluate the fate of bone grafts (Acocella et al. 2009, Oberoi et al.

2009, Verdugo et al. 2010, Verdugo et al. 2009a, Verdugo et al. 2009b).



The aim of the present study was to evaluate the dimensional changes in
autologous and fresh-frozen allogeneic block bone grafts 6 months after alveolar

ridge augmentation, based on the analysis of CBCT 2-D image sections.

Materials and Methods

The research protocol of this controlled case series study was approved by the
Araraquara School of Dentistry Ethics Committee (CEP-FO/Car) and by the
National Research Ethics Committee (CONEP-MS) under the protocol number
36/08, and it is in accordance to the World Medical Association Declaration of
Helsinki (2002). All treatments were performed in the Department of
Periodontology, Araraquara Dental School (UNESP — Univ. Estadual Paulista),

Araraquara, Sao Paulo, Brazil.

Patient selection

A total of 32 partially or totally edentulous patients, who desired oral rehabilitation
with titanium implants and had at least one site with severe bone deficiency (i.e.,
<4 mm alveolar ridge width) not allowing the placement of a regular size implant,
were treated from May to December 2009. Alveolar ridge width was determined
on the cross-sectional image section view of CBCT (i-CAT Classic, Imaging
Sciences International, USA) generated images (DICOM-based data sets) with a
resolution of 96 dpi, 14-bits gray scale and 0.25 mm voxel size. The CBCT unit
was set at 120 kVp, 5 mA, with a 20 sec. exposure time. None of the patients
presented with systemic diseases affecting bone turnover, or were pregnant or
lactating, or had habits that could interfere with treatment (for example: smoking,

alcoholism and drug use).



Treatment allocation was not randomly assigned. Patients judged not to possess
adequate amounts of donor (autologous) bone were treated with fresh-frozen
bone allografts. This decision was taken based on the clinical screening
examination and the CBCT examination and depended on the amount of bone
resorption and/or number of sites requiring reconstruction in each patient. Thus,
thirteen patients were treated with autologous bone grafts (20 bone blocks; AT
group) and nineteen patients were treated with fresh-frozen allogeneic bone
grafts (52 bone blocks; AL group). In order to have an equal number of patients
per group for evaluation, the 13 patients from the AT group were randomly
selected (by a drawing a lot). Matching was performed at the block/region level
as follows: the blocks in one randomly chosen patient from the AT were matched
with blocks placed in the same region (anterior maxilla, posterior maxilla, or
posterior mandible) in a randomly chosen patient (with the same or a larger
number of blocks) from the AL group. Finally, 14 bone grafts in the anterior
maxilla, 3 in the posterior maxilla and 2 in the posterior mandible were evaluated
in each group. Population and block sample characteristics are presented in
Tables 1 & 2, respectively.

Evaluation of pre-existing CBCT images from patients not included in the study
but treated similarly to herein has shown that a bone graft area resorption of 5%
and 10% could be expected in the AT and AL group, respectively. Thus, 18 pairs
of bone blocks were needed to achieve a statistical power of 80%.

According to Brazilian regulations, documents regarding the allogeneic
biomaterial request were filled-out and sent to the registered bone bank that
supplied the allografts (UniOss, Marilia, Brazil). The fresh-frozen allogeneic bone

was collected and processed according to the American Association of Tissue



Banking guidelines (Tomford & Mankin, 1999) and delivered at the University
Clinic on the day before surgery. Briefly, the bone is collected from strongly
screened deceased tissue-donors, and processed, freezed, cleaned, trimmed,
and packaged under sterile conditions. In Brazil, this material is available only for

specialists in Maxillofacial Surgery, Periodontology or Implantology.

Surgical procedures

Immediately prior to the augmentation surgery, a mouth rinse was performed with
10-15 ml 0.12% Chlorhexidine digluconate for one minute and Povidine-iodine
10% solution was applied to the peri-oral skin. Then, under local anesthesia a full
thickness flap was raised to provide a full visualization of the resorbed alveolar
ridge. Any reminiscent soft tissues were removed from the bone surface, and
delicate burs were used under intense saline solution irrigation to penetrate the
host cortical bone for enhancing vascularization towards the base of the grafts. In
the AT group, grafts of adequate size according to defect dimensions were
retrieved from the mandibular ramus. In the AL group, standard size cortico-
cancellous bone blocks (15 x 10 x 6 mm) were removed from the freezer and put
into sterile saline solution for 10 minutes, allowing them to hydrate and obtain
room temperature gradually. Both types of blocks were trimmed to fit the defects
using #700 cylindrical and maxi-cut burs under abundant sterile saline solution
irrigation. The trimming procedure deliberately reduced also the excessive
amount of cancellous bone in the AL blocks. The blocks were fixed with the
cancellous bone side facing the host bone using 1.5 mm in @ x 10 or 12 mm long
titanium screws (Neodent, Curitiba, Brazil) (Figure 1) and covered by a collagen

membrane (Genius Baumer, Sao Paulo, Brazil). Then, the flaps were



repositioned to cover the grafts completely and were sutured with interrupted
nylon 4-0 single sutures.

All patients received antibiotics (Amoxicillin 500 mg) three times daily for seven
days, non-steroidal anti-inflammatory treatment (Nimesulide 100 mg) two times
daily for five days, and analgesics (Acetaminophen 750 mg) according to
individual needs. Patients continued to rinse with Chlorhexidine digluconate for

the following 7 days. Sutures were removed 14 days after surgery.

CBCT image section assessment

All patients were scanned again 14 days (14d) and 6 months (6m) after grafting.
The CBCT images were acquired using the same exposure parameters as
previously described. The DICOM data sets were saved on a hard disk and
reconstructed using specific software (OnDemand 3D 1.0.7.0295, Cybermed,
Seoul, South Korea) to reconstruct the image sections and export the 2-
dimensional image sets for the quantitative evaluation of bone size.

Since image section generation from the presurgical CBCT scans could not be
performed in a standardized manner and with the same spatial orientation due to
absence of a fixed reference feature (i.e. the fixation screw), only the data sets
obtained at 14d and 6m were used for the present analysis. The graft fixation
screw was used as a guide to re-orientate the data sets from the two time-points,
so that sections with the same spatial orientation could be generated for both
time-points. Based on the screw position, 0.25 mm thick cross-sections (distance
between sections = 1 mm) through the bone block and the residual ridge and jaw
bone were generated parallel to the long axis of the screw and perpendicular to

the occlusal plane. The same number of sections was generated for each



individual block for both observation periods. In total, 352 sections were
generated at each period. The exhibition contrast of the images was adjusted,
and the center level (L) and band-width (W) were set according the suggestions
in the software (W=3086 and L=667).

For every CBCT section, one TIF (tagged image file) image was generated. The
images had a resolution of 96 dpi matching the scanner resolution and therefore
avoiding any distortion. They contained a ruler, which allowed the setting of the
linear scale of each image. All generated images were anonymized and
randomized at the patient level, in order to blind the evaluator with respect to
treatment group.

The assessment of the TIF images was performed using specific image
processing software (ImageJ, NIH, USA) by manually tracing the structures under
study with the computer mouse. Pilot evaluation of 5 patients revealed that, in
many instances, it was difficult to differentiate between block graft and the
pristine residual ridge at the 6m images. Thus, in order to attain a measuring
standard in the 6m images, the total maxillary or mandibular bone area (TBAgn, in
mm?) visible in each image section was included (i.e. traced). In the 14d images,
TBA (TBA144) was estimated by adding the traced areas of the grafted bone block
and the host bone (Figures 2 and 3). The changes in bone area (CBA) over time
(from 14d to 6m) were also calculated and expressed as a percentage of bone
area at 14d. Finally, to evaluate the reproducibility of the measurements, 30% of
the sample was measured in duplicate with at least two weeks between
measurements, and the differences were tested using Pearson’s correlation

analysis.
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Data Analysis

Commercially available software (GraphPad Prism 5.0 for Windows, GraphPad
Software Inc., USA) was utilized to compare mean bone area over time and draw
graphics. For the grafted bone block, host bone and TBA, comparison between
groups was based on the average bone area calculated from measurements of
all sections of each block (“Average”). For CBA, comparisons between groups
was done on three levels: 1) “Average”; 2) the bone area from the middle section
of each block (“Middle”); and 3) the average bone areas calculated from the first
and last section (“Boundary”) of each block. Data was subjected to normality test
analysis (D’'Agostino & Pearson omnibus normality test). Normally distributed
data (host bone area, TBA and CBA) was evaluated using repeated measures
ANOVA followed by Tukey post-test for multiple comparisons and paired t-tests,
and the repeating variable considered was the block graft. Data that were not
normally distributed (grafted bone block area) was evaluated using Wilcoxon’s
test. The reproducibility of the measurements was calculated using Pearson’s

correlation analysis. Statistical significance was set at 5% (p < 0.05).

Results

The statistical power of the study, calculated based on the CBA, was 90.7%.
Evaluation of reproducibility of the measurements showed no statistically
significant differences between the two sets of measurements, with an r? of 0.84,
0.86 and 0.88, considering the three different measured areas - host bone,
grafted bone block, and total bone area - respectively.

During the post-operative period, one block graft became exposed (30 days after

surgery) and two grafts were lost in the AL group (the grafted region still
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presented inflammation signs 60 days after surgery, and using a surgical
approach it was seen that the fixation screw of the grafts was loosened).

Host bone was statistically similar for the AT and the AL group. The global
ANOVA analysis detected a highly significant difference (p<0.001) between the
periods of evaluation, inside each group. Software package which was used for
the statistical evaluation of data (GraphPad Prism 5.0 for Windows, GraphPad
Software Inc., USA) does not return the exact p values for multiple comparison
tests. For both groups, a significant increase in TBA was observed from baseline
to 14d and 6m (p<0.001 and p=<0.01, respectively). No statistically significant
differences were observed between the AT and AL groups regarding TBA at both
observation times. Nevertheless, the grafted bone block area, as observed in the
14 days images, was larger in the AL group (p<0.001). Additionally, TBAgsn, in the
AL group was significantly smaller compared to TBA;44 (p<0.01) (Table 3 and
Figure 4).

Regarding CBA (%), statistically significant differences were found between the
groups only for “Average” with the AL showing larger bone loss (p=0.0038).
Regarding the different grafted regions, AL showed more (p=0.0155) bone loss in
the anterior maxillary region compared to AT, based on “Average” image data.
For the posterior mandibular and maxillary regions, CBA was statistically similar
for both groups, although a tendency (p=0.0801) towards a greater bone loss
could be seen for AL in the posterior maxillary region. These results are shown in

Table 3 and Figures 5-6.

Discussion
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Constraints in autologous bone (AT) block graft availability from intraoral sites
often limit treatment possibilities (Waasdorp & Reynolds 2010). Therefore, the
use of fresh-frozen allogeneic bone (AL) grafts as an alternative to AT has
increased exponentially in the last decades and accounts for about one third of
bone grafts used in dentistry and orthopedics in the United States (Giannoudis et
al. 2005). Recent studies have reported that allogeneic fresh-frozen bone may
provide results equivalent to those achieved with autologous bone grafts (Carinci
et al. 2010, Carinci et al. 2009a, Carinci et al. 2009b, Waasdorp & Reynolds
2010). However insufficient evidence is currently available regarding treatment
efficacy of allogeneic block grafts, e.g. volumetric changes and
remodeling/incorporation within the host bone, and the long-term survival rates of
subsequently inserted implants (Waasdorp & Reynolds 2010).

The results of the present study showed that both types of grafts provided a
statistically significant increase in TBA after the grafting procedure. TBA after 6
months was equal in the two groups, i.e. both treatments restored the alveolar
bone to a degree that allowed implant installation. Evaluation of the final
treatment was not part of the present study, but implants could be placed in the
planned positions and were successfully osseointegrated in all cases. Obviously,
no assumptions can be made regarding the qualitative characteristics of bone in
the grafted region based on the radiographic data.

The alveolar ridges of patients in the AL group were narrower compared to those
in the AT group; the lack of statistical difference in host bone area between the
two groups observed at 14d was due to the fact that during host bone estimation,
the entire maxillary or mandibular bone area visible in each image section was

included (i.e. traced), and obviously the 1-2 mm difference in width of the alveolar
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ridges in the two groups prior to surgery only amounted to a small fraction of the
entire area. In this context, the AL bone blocks in the present study were initially
significantly larger than the AT blocks, but since the alveolar ridges receiving
these grafts were also narrower, this fact did not result in wider alveolar ridges at
14d. On the other hand, CBA in the AL group was larger than that in the AT
group, independent of the grafted region or level of evaluation (reg. AVG: -9.33%
vs. 2.57% in the AL and AT groups, respectively). Taking into account the fact
that CBA must reflect bone resorption most likely involving primarily the grafted
block itself, a loss of about one third of the grafted block volume in the AL group
should be considered. This finding has to be kept in mind during treatment
planning involving alveolar ridge augmentation procedures with AL grafts and
indicates the need for AL bone blocks of larger dimensions to compensate for
their expected considerable resorption. The observed difference in resorption
between the two groups may be due to the different architecture of the AL and AT
grafts. It has previously been demonstrated that different graft architecture in
terms of cortical/cancellous bone rate (Bohner et al. 2011) has a direct influence
on the dynamics of bone remodeling, i.e., the larger the cancellous bone
proportion, the larger the resorption. Although during trimming, prior to application
of the blocks, the excessive amount of cancellous bone in the AL grafts was
deliberately reduced, still AL grafts contained a larger cancellous portion
compared to AT blocks. The larger resorption of the AL grafts can also be
explained by inadequate revascularization, less bone ingrowth inside the grafted
block, and/or a smaller number of cells involved in the remodeling process of this
type of bone grafts (Goldberg & Stevenson 1987, Goldberg & Stevenson 1993,

Goldberg & Stevenson 1994). In the present study, the block grafts in both
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groups were covered with a collagen membrane after fixation. Similarly to
previous reports, application of a membrane according to the guided bone
regeneration (GBR) principle failed herein to completely prevent resorption of the
grafted bone (Gielkens et al. 2007); nevertheless, whether application of a
membrane has any influence on AL bone block resorption remains unknown.

Previous studies have assessed the fate of bone grafts used in association with
GBR procedures also using CBCT (Santoro et al. 1999, Sbordone et al. 2009,
Smolka et al. 2006) but there are no relevant studies in the literature evaluating
fresh-frozen allogeneic bone grafts in humans. CBCT is an imaging technology
with the possibility of 3-D manipulation and segmentation of the generated
images. Using CBCT, the settings for image sectioning and display, such as
section thickness and mapping of scalar values stored within the image shown to
the user (e.g. contrast control), can vary (Chadwick & Lam 2010, Gibaud 2010).
In previous studies evaluating bone grafts using CBCT, the selection of the
settings related to image generation and manipulation, such as cross-sectional
section thickness, inter-section interval, windowing (contrast control) and
resolution, was not described and seemingly not standardized (Acocella et al.
2009, Oberoi et al. 2009, Verdugo et al. 2010, Verdugo et al. 2009a, Verdugo et
al. 2009b). However, these settings may have a large impact on the
characteristics of the final images as shown in a recent review (Spin-Neto et al.
2011). The present study describes in detail all settings used for image
generation in order to enhance the reproducibility of our methodology and to
permit our results to be compared to other standardized studies. Hounsfield unit
derived values were not calculated since the voxels in CBCT imaging are not

always isotropic as for traditional medical CT.
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In conclusion, similar amounts of bone, allowing implant installation, were
observed 6 months following alveolar ridge augmentation with autogenous and
fresh-frozen allogeneic bone grafts. However, significantly larger bone graft
resorption was seen in patients treated with allogeneic bone than in those treated

with autogenous bone.
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Tables

Table 1 — Characteristics of the study population

Group AT AL
Patient Age Gender Grafted Lost Age Gender Grafted Lost
(years) (F/M) blocks blocks (years) (F/M) blocks blocks
1 46 F 2 0 39 F 3 0
2 21 M 2 0 44 F 6 0
3 37 M 1 0 42 M 1 0
4 33 F 1 0 57 F 3 1
5 57 F 2 0 50 F 2 0
6 43 F 1 0 70 M 3 1
7 47 M 2 0 55 F 2 0
8 60 M 1 0 31 M 1 0
9 54 F 2 0 32 F 2 0
10 50 M 1 0 49 F 6 0
11 69 M 1 0 41 F 4 0
12 27 M 1 0 61 M 4 0
13 55 F 3 0 51 F 2 0
Averages / Totals 46 6/7 20 0 47 9/4 39 2

20
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Table 2 — Characteristics of the study sample matched at the block level, securing the same number of blocks and the same regions in the

patients in the AT and AL group

AT AL
Block Region Age  Gender CBCT Age  Gender CBCT
(years) (F/M) Sections (years) (F/M) sections

1 Anterior maxilla 46 F 10 39 F 7
2 Anterior maxilla 46 F 10 39 F 10
3 Anterior maxilla 21 M 6 44 F 6
4 Anterior maxilla 21 M 8 44 F 8
5 Anterior maxilla 37 M 7 42 M 9
6 Anterior maxilla 33 F 9 57 F 12
7 Anterior maxilla 57 F 9 50 F 14
8 Anterior maxilla 57 F 9 50 F 13
9 Anterior maxilla 43 F 8 70 M 5
10 Anterior maxilla 47 M 9 55 F 12
11 Anterior maxilla 47 M 9 55 F 10
12 Anterior maxilla 60 M 8 31 M 8
13 Anterior maxilla 54 F 7 32 F 9
14 Anterior maxilla 54 F 8 32 F 10
15 Posterior maxilla 50 M 18 49 F 9
16 Posterior maxilla 69 M 8 41 F 9
17 Posterior maxilla 27 M 11 61 M 16
18 Posterior mandible 55 F 7 51 F 8
19 Posterior mandible 55 F 6 51 F 10

Averages / Totals 46 10/9 8.8 47 15/4 9.7
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Table 3 — Averages, standard deviations and range for host bone area, grafted bone block area and TBA in mm? and CBA in %, in the AT and

AL group.

Parameter

AT

AL

Host bone area (mm?)

Grafted bone block area (mm?)

TBA14g (MM?)

TBAsm (Mm?)

165.30 + 54.14 (97.2 / 301.4)
24.19 + 8.50 (6.9 / 38.4)
187.50 + 56.65 (112.0 / 308.6)

195.00 + 65.13 (98.8 / 322.7)

140.20 + 51.14 (50.0 / 216.9)
54.39 + 20.95 (24.4 / 104.5)
194.10 + 56.88 (93.6 / 271.8)

182.60 + 56.07 (91.0 / 265.0)

CBA % (“Average”)
CBA % (“Middle”)

CBA % (“Boundary”)

257 £14.62 (-32.6 / 32.1)
-1.12 £ 19.22 (-39.4 / 32.9)

-2.75 +16.08 (-47.9/ 15.3)

-9.33+9.57 (-31.4/ 4.0)
-8.35 + 13.56 (-37.3/11.4)

-3.87 £ 11.97 (-33.8/18.7)
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Figure legends
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Figure 1 — A case treated with fresh-frozen bone allografts. The grafts just after

fixation (A) and at the re-opening before implant placement 180 days after (B).

Figure 2 — Example of image sections for the AL group. The reproducibility of image

sectioning plane in 14d (A) and 6m (B) is visible.

Figure 3 — Example of the measured areas in each image. At 14d (A), the host bone

(in blue) and the grafted bone block (in red) areas were separately measured. At 6m

(B) the total bone area (“TBA”, in green) was measured.
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Figure 4 — (A) Bone area (mean = SD, mm?) obtained using “Average”. (a) p<0.001;
(b) p<0.01 (B) Initial area of the grafted bone block (mean + SD, mm?) obtained using

“Average”. (a) p<0.001.

Figure 5 — CBA (mean = SD, %), obtained (A) “Average”, (B) “Middle” and (C)

“Boundary”. (a) p=0.0038.

Figure 6 — CBA (mean = SD, %) obtained using “Average” in the three grafted

regions. (a) p=0.0155 and (b) p=0.0801, paired t —test.



Is Peripheral Blood Cell Balanced Altered by the
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ABSTRACT

Background: The relationship between the immune response and red and white blood cell homeostasis is cited in literature,
but no studies regarding the balance of these cell populations following maxillary bone-graft surgeries can be found.

Aim: The aim of this study was to evaluate the possible impairments in the blood cell balance following fresh—frozen
allogeneic bone-graft augmentation procedures in patients who needed maxillary reconstruction prior to implants.

Material and Methods: From 33 patients elected to onlay bone grafting procedures, 20 were treated with fresh—frozen bone
allografts and 13 with autologous bone grafts. Five blood samples were collected from each patient in a 6-month period
(baseline: 14, 30, 90, and 180 days postsurgery), and the hematological parameters (erythrogram, leukogram, and platelets
count) were accessed.

Results: All evaluated parameters were within the reference values accepted as normal, and significant differences were
found for the eosinophils count when comparing the treatments (30 days, p = .035) and when comparing different periods
of evaluation (allograft-treated group, baseline X 180 days, p <.05 and 90 x 180 days, p <.01; autograft-treated group,
30 x 90 days, p <.05 and 30 x 180 days, p <.05).

Conclusions: Both autologous and fresh—frozen allogeneic bone grafts did not cause any impairment in the red and white

blood cell balance, based on quantitative hemogram analysis, in patients subjected to maxillary reconstruction.

KEY WORDS: atrophic maxillae, autologous bone graft, blood cells, bone allograft, leucocytes, lymphocytes

INTRODUCTION

Adequate bone volume is one of the most important
requirements to allow and maintain the osseointegra-
tion of implants throughout time and is directly
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connected to high success rates in Implantology.' Several
techniques have been used in an attempt to correct bone
defects in the maxillo/facial complex because the avail-
ability of an adequate bone volume is normally dimin-
ished by local and systemic factors?, which lead to the
necessity of bone grafting procedures, in order to reha-
bilitate patient’s stomatognathic system.’

Among these techniques, the autologous bone
graft,* both intra-> and extraoral’, remains as the most
predictable and best documented (and therefore consid-
ered as the gold standard) method for correcting this
type of defect, showing advantages such as a rapid incor-
poration and consolidation, allied with a lack of immu-
nologic considerations.”® This technique, however, is
associated to some disadvantages, such as donor site
morbidity, postsurgical pain, increased blood loss, par-
esthesia, hypersensitivity, infection, increased operative
time, and sometimes deficiencies in the quality and
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quantity of available bone — providing an insufficient
biomaterial volume’, which lead to the necessity of using
other biomaterials to treat the bone defects.

One of the possible alternatives to autologous bone
grafting is the use of fresh—frozen bone allografts
because it provides a reasonable source for grafting
material.'” Advantages such as ease of obtaining,
reduced surgical time, and the absence of a second sur-
gical area makes this biomaterial, obtained from bone—
tissue banks, a viable way to achieve the desired bone
volume prior to rehabilitation with dental implants."

Since the first clinical report of allograft use in
humans, there is a range of almost 130 years, and during
the last two decades, its use has increased significantly.'
In comparison with the autologous bone, fresh—frozen
bone allografts remodeling is slower, and the union
between the recipient bed and the graft is achieved con-
sistently given that this biomaterial acts as a platform for
new bone formation, preferentially as a osteoconductive
scaffold.”* The increased use of allogeneic bone is
directly linked to the establishment of severe guidelines
for bone processing, which defined the protocols to

work with this biomaterial'>!®

and augmented the safety
of its use, with no reports of cross-contamination,
mainly considering diseases such as hepatitis or human
immunodeficiency virus (HIV)."

Another concern with bone allograft is its antige-
nicity, but there is still limited information regarding
this issue.'"® Some studies tried to state the relationship
between the immune system and the fate of bone grafts.
Eventhough intuition demanded and experimentation
confirmed that bone allografts, like any other tissue and
organ allografts, are immunogenic, the magnitude and
the consequences of this information is still unclear.'**
According to literature, when antigen-matched grafts
are used, more bone-forming surface can be seen, while
the amount of bone resorbing surface is not altered.”
Allied to this information, there is the fact that, although
the relationship between the immune response and red
and white blood cells homeostasis is cited in litera-

ture,?>?

no studies regarding the balance of these cell
populations following maxillary bone-graft surgeries
can be found.

Using a quantitative evaluation of the red and white
blood cell lineage count in patients who needed maxil-
lary reconstruction prior to implants placement, the
purpose of this study was to evaluate if fresh—frozen

allogeneic bone grafts would invoke impairments in the

blood cell balance when compared with autogenous
bone grafts.

MATERIALS AND METHODS

This research protocol was approved by the Araraquara
School of Dentistry Ethics Committee and by the
National Research Ethics Committee under the protocol
number 36/08, and it is in accordance to the World
Medical Association Declaration of Helsinki (2002).

Patient Selection

The sample of this study is composed of 33 patients, 12
male and 21 female, with an average age of 47 years
(ranging from 27 to 69), who presented for oral reha-
bilitation with titanium implants at the Department
of Periodontology from Araraquara Dental School
(UNESP — Universidade Estadual Paulista), Araraquara,
Sao Paulo, Brazil, between May 2009 and December
2009. Patients with habits or systemic conditions that
could confessedly interfere in bone grafts remodeling or
in the implants osseointegration, such as smoking, alco-
holism, drugs usage, or clinical and tomographic signs
of maxillofacial lesions that contraindicate these elective
surgeries were automatically dismissed.

Patients presenting severe bone deficiencies (width
inferior to 4 mm in the sites which implants were
planned, evaluated using computed tomography exami-
nation) were elected to onlay bone grafting procedures
prior to implant placement (Figure 1). According to
ethical guidelines, the patient treated with allogeneic
bone grafts need to be informed and consent with the
treatment; groups were not randomized. As the autolo-
gous bone grafting is the actual gold standard, only
patients who presented an absence of a convenient
amount of donor bone, which forbid the utilization of
autologous bone grafts, or in cases that the cost-benefit
effect of an autograft does not meet the willingness of
the patient were treated with allografts. In this way, 20
patients were treated with allogeneic bone grafts and 13
with autologous bone grafts in a total of 64 and 22 bone
blocks, respectively. In both groups, approximately 85%
of the patients had the grafts made in the maxilla.

At the presurgical phase, when the patient’s indica-
tion to each of the proposed protocols was already deter-
mined, all the documents regarding the biomaterial
request were filled and sent to the registered bone bank
that supplied the patients from allograft group (UniOss,
Marilia, Brazil). The allograft bone was processed
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Figure 1 Initial clinical situation, occlusal (A) and buccal (B) view, showing the absence of an adequate bone volume to allow the
installation of dental implants.

according to AATB guidelines* and delivered the day
before the surgeries were made.

Surgical Procedures

Subjects were asked to wash their mouths using a 0.12%
chlorhexidine rinse for 1 minute right before the proce-
dure starts. Complimentary to this, a Povidone—iodine
10% solution was applied to the perioral skin to prevent
contamination. During the first surgical phase and
under local anesthesia, a total flap was attained in such a
way to provide a full visualization of the bone defect.
Any reminiscent of soft tissues were removed from bone
surface, and delicate burs were used, always under
intense saline solution irrigation, to etch the host corti-
cal bone allowing the vascularization to occur in an
easier way toward the grafts (Figure 2).

In the group treated with autologous bone, the
cortico-cancellous grafts were retrieved from the man-
dible ramus according to the size of the defect to be

treated. In the group treated with the allografts, at the
time of the surgery, the cortico-cancellous bone blocks
were removed from the freezer and put into sterile saline
solution for 10 minutes allowing them to hydrate and
get to room temperature gradually. Both types of blocks
were then prepared with careful trimming using #700
cylindrical and maxi-cut burs, always under abundant
sterile saline solution irrigation, and adjusted to the host
bone. The blocks were fixated to the host bone using
1.5 X 10 mm or 1.5 X 12 mm screws (Neodent, Curitiba,
Brazil) and covered by a collagen membrane (Genius
Baumer, Sao Paulo, Brazil) prior to the suture, made
with interrupted nylon 4-0 simple points (Figure 3). All
patients were medicated using antibiotics (amoxicillin
500 mg three times daily for 7 days), nonsteroidal anti-
inflammatory (nimesulide 100 mg two times daily for 5
days), and analgesics (acetaminophen 750 mg 4 times
daily when there was pain), and the sutures were

removed 14 days after surgery.

Figure 2 Surgical sequence used in the bone-graft procedure. (A) The bone berth after the total flap attainment and (B) cleaned

from all soft tissues, scratched and prepared to receive the graft.
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Figure 3 A buccal (A) and occlusal (B) view of the grafts after their installation with fixation screws and adjustments of the borders.

Blood Sample Collection and Processing

All 33 patients have five blood samples collected in a
6-month period. The first sample was collected 7 days
prior to the grafting surgery (baseline), and the four
subsequent were collected at the 14th, 30th, 90th, and
180th postsurgery. The last blood sample (180th day)
was collected in order to evaluate the patient prior to the
titanium implants placement.

Blood samples were collected under standardized
conditions: 2.0 mL of total venous blood was collected
in vacuum tubes containing EDTA/K3 to determine
hematological parameters. Blood samples were collected
in the morning after 12 hours of fasting in a seated
position, transported at 4°C to the laboratory within 30
minutes, centrifuged under refrigeration at 1,800 g for
10 minutes immediately separated and protected from
light.

Hematological analyses were conducted using a
Cobra Micro automated hematology analyzer (Roche
Pharma Ltd., Reinach, Switzerland). The analyses
included red blood cell count, hemoglobin concentra-
tion, hematocrit, mean corpuscular volume, erythrocyte
distribution width, mean corpuscular hemoglobin,
mean corpuscular hemoglobin concentration. White
blood cell, normal and abnormal lymphocyte, monocyte
(M), eosinophils (E), segmented cells, and platelet (PLT)
count were also performed using the same automated
analyzer.

Data Analysis

Descriptive analysis of data was expressed as means and
standard deviations. A commercially available software
(GraphPad Prism 5.0 for Windows, GraphPad Software

Inc., La Jolla, CA, USA) was utilized to compare means
and draw the graphics. Data was subjected to normality
test analysis (D’Agostino & Pearson). Parametric data
was evaluated using analysis of variance followed by
Bonferroni posttest for multiple comparisons, and #-
test was used for paired comparisons. Evaluation of
nonparametric data was made using Kruskal-Wallis
followed by Dunns’ posttest or Mann—Whitney test.
Statistical significance was set at 5% (p <.05).

RESULTS

During the 180 days evaluation period, the problems
related to the surgeries were one exposed graft, at
the 30-day period in the allograft-treated group, and
four loosened blocks, three in the allograft-treated
group (4.69%) and one in the autograft-treated group
(4.55%). The patient with the exposed block was
instructed to apply chlorhexidine 1% gel over the
exposed area twice a day for 14 days, and after that the
graft was again covered by soft tissue. The four patients
with loosened blocks removed these blocks at the
moment of implant placement, and their treatment plan
was changed, with new grafts being performed in those
sites. These patients were maintained in the study
sample because they all had more than one block
grafted, and the samples used for the hematological
evaluation had already been collected.

Regarding the data from the hematological analyses,
only the M and E counting returned a nonparametric
data distribution. All other evaluated data were consid-
ered as parametric. In the erythrogram, all evaluated
parameters were within the reference values accepted
as normal, and no statistically significant differences
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Figure 4 Leukogram data expressed in means and standard deviations: (A) white blood cells (/mm?); (B) normal lymphocytes (%);
(C) monocytes (%); (D) eosinophils (%); and (E) segmented cells (%).

between autograft and allograft groups, in all observed
periods, could be found (Table 1).

In the leukogram (Figure 4A-E; see Table 1), all
evaluated parameters were also within the reference
values accepted as normal, and statistically significant
differences were found only for the E count, between the
autograft and allograft groups (only in the 30-day evalu-
ation period, p = .035 — Mann—Whitney test), and in the
same group, when comparing the different periods of
evaluation. For the allograft group, differences were
found when comparing baseline x 180 days (p <.05,
Kruskal-Wallis followed by Dunn’s posttest) and
90 x 180 days (p<.01, Kruskal-Wallis followed by
Dunn’s posttest), while in the autograft group, differ-
ences were found when comparing 30 x 90 days (p < .05,
Kruskal-Wallis followed by Dunn’s posttest) and
30 x 180 days (p<.05, Kruskal-Wallis followed by
Dunn’s posttest). No abnormal lymphocytes were found
in any of the evaluated patients.

In the PLT evaluation, the values were also within
the reference, and no statistically significant differences
between both groups and periods of evaluation were
found (Figure 5; see Table 1).

Figure 5 Platelets (X10°/mm?®) expressed in means and standard
deviations.
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DISCUSSION

Allogeneic bone grafts are one of the most frequently
chosen bone substitutes and, in the last decade, its use as
the surgeon’s second option has increased 15-fold and
already accounts for about one-third of bone grafts per-
formed in the United States if we consider its use in
dentistry and orthopedics.”*’ Besides that, bone graft is
the second most common transplantation tissue, with
blood being the most common.”” Associated to bone
allografts, literature cites advantages such as conve-
nience for the surgeon, decreased operative trauma for
the patient, a theoretically unlimited supply of recon-
structive material, allied to decreased blood loss,
absence of donor site morbidity, and decreased opera-
tive time.”®

The most cited disadvantages regarding the use of
bone allografts are the different biological properties
when compared with bone autografts® and its possibil-
ity of antigenicity and the risk of disease transmission'®
There is a wide range of studies stating that bone
allografts represent a minimal risk to the patient regard-
ing diseases transmission and cross-contamination, if
we consider bone-tissue banks that are based into the
AATB standard protocols.* According to the literature,
the risk of viral transmission using unprocessed deep-
frozen, non-irradiated grafts from screened donors is
currently less than 0.0005% for HIV and hepatitis C.*

The antigenicity of these allografts is a major inter-
est issue. The lack of information regarding specific
characteristic shows up as a concern for clinicians and
researchers seeking for the reasons of the different bio-
logical properties of allografts when compared with
bone autografts.'® It is important to highlight that bone
allografts are frequently considered as a universal donor
material, which has the immunologic potential dimin-
ished by the processing of the tissue (mainly the removal
of the cells and the deep-freezing procedures), despite
the lack of information on this issue.”***”!

One evaluation method, which could bring infor-
mation in this issue, would be the screening of the blood
cell profile of patients who went through bone grafting
surgery. The analysis of blood constituents allows the
detection of various physiological or pathological states
when their values are increased or decreased in relation
to a well-defined reference group or to themselves if
monitored longitudinally.’ In this aim, special attention
must be given to the white cell profile of the patients
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because cells such as the lymphocytes could be directly
connected to any current foreign-body reaction toward
the grafted material.”

Literature states bone allograft as a material that
does not provoke severe marked immune responses
and has acceptable compatibility with the recipient site,
although there are no long-term studies regarding this
issue.”* However, experimental studies, mainly in
animals, and using major-size grafts shows that trans-
planted fresh—frozen allografts can elicit an immuno-
logic response in the host; although the clinical
significance of this is still unclear.*>*****' In our study,
and in agreement with current information, all treated
patients presented good systemic health after the bone
grafting procedures, without any signs of contamination
or immunological incompatibility problems.

Although the relationship between the immune
response and red and white blood cells homeostasis is

223 we could not find literature

cited in literature,
researches regarding the blood count profile through
time in patients after bone grafting in the maxillo/facial
region. In our study, all evaluated parameters were
within the reference values accepted as normal, in eryth-
rogram, leukogram, and PLT profile. Normally, these
types of study mainly look for the antibodies that can be
produced toward the grafts rather than the alterations
that can be caused in the white blood cell count, such as
the study of Friedlander,” in which graft-specific anti-
human leukocyte antibodies were identified in the sera
of nine of 44 patients who had received freeze—dried
massive allografts but without present poor clinical
results.

In our study, statistically significant differences
comparing the groups were found only for the E count
(30 days, p=.035, Mann—Whitney test). The concept
that the eosinophil functioned in tissue repair was sup-
ported by results showing that E and their products
neutralized mast cell-derived mediators of anaphy-
laxis.”®” However, a direct test of this hypothesis did not
show any difference between the severity of hypersensi-
tivity reactions in the presence and absence of the E.***
Allied to that, our results regarding the comparison
between the different periods in the same group also
showed some differences in the autograft group, making
clear that this statistical significant result is not direct
related to any antigenicity miscarriage in the allografts.
The high standard deviations that we had in this exam
could have influenced this result.
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The differences found for E count can also be con-
nected to the bone healing and angiogenesis that was
undergoing in the grafted region. The literature shows
that E can interfere in angiogenesis through the
eosinophil-derived major basic protein pathway. The
production of vascular endothelial growth factor and of
other pro-angiogenic factors, such as basic fibroblast
growth factor, tumor necrosis factor alpha, granulocyte
macrophage colony stimulating factor, nerve growth
factor, and interleukin-8, has suggested a strong link
between E and angiogenesis.”

The normal levels of lymphocyte and the absence of
abnormal lymphocytes that were seen are also a good
predictive that no significant ongoing inflammatory
processes were related to the grafts; although more spe-
cific studies, based on interleukins detection, should be
addressed to definitively clarify this point.*” This goes
toward the information that, like any other tissue
allograft, fresh—frozen bone allografts should be immu-
nogenic, but the real significance and impairments cause
by these events are still unclear.'”*' In this regard, it has
been showed that the administration of immunosup-
pressive drugs in the host could improve bone allograft

performance,**

although the interference of these
drugs usage on the systemic health from the recipient
could be an major disadvantage.”!

Important consideration about our results is the
fact that the chosen periods of evaluation, beginning 14
days after the grafting surgery, did not include any evalu-
ation of the “immediate” cellular responses to the grafts,
which could have occurred earlier (e.g., in the first 7
days). Studies focusing on the first days of interaction
between the host bone and the grafted material would be
necessary to understand if our results represent the full
of the cellular alterations that occur following the bone
grafting procedures, or if there are other early variations
that could be important to understand the fate of these
grafts. So far, specific literature did not address to that.

Allied to that, further long-term studies are needed
to elucidate biological events related to bone allografting
in the maxillo/facial region, mainly because besides
the potential consequences of local graft rejection, the
implications of sensitization of the host to an expanded
pool of human leukocyte antigen antigens also should
be considered, even limiting the options for subsequent
tissue transplants.”” The remodeling process of these
grafts and the success rates of implants and implant-
supported prosthesis installed over them also have to be

accessed to long term, providing evidence that could
support this therapeutic option. Our study clarifies that
peripheral blood cell balance is unaltered by the use of
fresh—frozen bone allografts or autogenous bone block
grafts in lateral maxillary ridge augmentation.

CONCLUSION

Considering these results and based on the limitations of
the evaluation model that was used, it is concluded that
both autologous and fresh—frozen bone allografts did
not cause any impairment in the red and white blood
cell balance, based on quantitative hemogram analysis,
in patients subjected to maxillary reconstruction.
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Immune implications of autologous and fresh-frozen allogeneic bone

grafting used for ridge augmentation. A systemic analysis.

Abstract

Background: Although there is an increase in the use of fresh-frozen allogeneic bone
grafts, in substitution to autologous bone grafting, there are still concerns regarding the
antigenicity and immunogenicity of allografts. Purpose: to evaluate the systemic immune
impact of fresh-frozen allogeneic bone grafts, compared to autologous bone grafts,
based on a quantitative evaluation of IL-10, IL-1f3, IFN- y and TNF- a in patients sera.
Material and methods: Thirty-three partially or totally edentulous patients treated either
with fresh-frozen allogeneic bone (AL — 20 patients) or autologous bone onlay block
grafts (AT — 13 patients) prior to dental implant placement, were included in this analysis.
Five blood samples were collected from each patient in a 6 month-period (baseline, 14,
30, 90 and 180 days post grafting) Immunological analyses of the sera were conducted
through enzyme linked immunosorbent assay (ELISA) for IL-10, IL-1B3, IFN- y and TNF-
a. Results: For all evaluated markers, and in all evaluated periods, inter-group
comparison showed statistically similar results for both groups. For AL-treated patients,
intra-group evaluation showed statistically significant (p<0.01) increase in the IL-13 level
from baseline to 30 days, allied to a TNF- a increase (p<0.001) from baseline to 90 and
180 days, and a IFN- y decrease from baseline to 14 days (p<0.05), increase from 14 to
90 days (p<0.001) and decrease from 90 to 180 days. No intra-group differences were
seen for AT group. Conclusions: Both autologous and fresh-frozen allogeneic bone
grafts did not negatively influenced the systemic levels of the evaluated markers,
although the clinical impact of the intra-group differences found for AL-treated group

must be investigated in further studies.



Introduction

Adequate bone volume is a “sine qua non” condition for the installation of dental
implants in the correct three-dimensional position, allowing the placement of
correct sized implants, facilitating the maintenance of osseointegration over time
and increasing the success rates of implant therapy.’* Local and systemic factors
normally lead the available bone volume to be diminished® and therefore, to
enable the oral rehabilitation of the patient, reconstructive techniques such as
bone grafting, must be engaged to restore bone anatomy.®*

Grafting procedures based on the use of autologous bone remain the best
documented method, considered so far as the gold standard technique for bone
augmentation.'®* Although connected to advantages such as rapid incorporation

16, 17

and consolidation , and a lack of immunologic considerations®®, there are

disadvantages, mainly connected to the donor site, which go ahead of the

necessity of finding alternative materials to treat the bone deficiencies.*®*

22-24’ and

Literature is rich in suggesting alternatives for autologous bone grafting
one of the alternatives that have been raising scientists attention in the last years
is the use of fresh-frozen allogeneic bone grafts.® 7 2% 229 This technique is allied
to advantages such as ease of obtaining, reduced surgical time — due to the
absence of a second surgical area — and availability (since the necessary amount
can be obtained from certified bone-tissue banks), which make it a viable clinical
alternative.? °

Compared to the gold standard, literature shows poorer biological outcomes for
fresh-frozen allogeneic bone grafts, such as slower remodeling and an

31, 32

exclusively osteoconductive action , and a reduced implant osseointegration



success-rate®®, although there is still a lack of standardized, long-term, human
studies. 3 3234

Although the increased use of allogeneic bone is directly linked to the
establishment of severe guidelines for bone processing, defining the protocols to

work with this biomaterial®> *®

and which increased the safety of its use (no
reports of crossed-contamination, considering diseases such as hepatitis or HIV,
have been reported so far, and the risk of disease transmission is considered

IOW)ZO, 37

, there are still concerns regarding the antigenicity and immunogenicity of
allografts.®

The relationship between the immune system and the fate of bone grafts remains
a nearly unexplored issue in literature, and the influence of the immune response
on bone-graft remodeling lingers imprecise.® *° There is the suggestion that
fresh-frozen bone grafting does not systemically influence immune response,
based on red and white blood cells population homeostasis*' - the relationship

between the immune response homeostasis is cited in literature** 43

— although
no evidence based on systemic immune markers, such as interleukins and
inflammatory cytokines, are available so far.

Based on a quantitative evaluation of interleukins 10 (IL-10) and 1B (IL-1B) and
the inflammatory markers interferon y (IFN- y) and tumor necrosis factor a (TNF-
a) in patients who needed maxillary reconstruction prior to dental implants
placement, the purpose of this study was to evaluate the systemic immune

impact of fresh-frozen allogeneic bone grafts, compared to autologous bone

grafts.



Materials and Methods

The research protocol of this controlled case series was approved by the
Araraquara School of Dentistry Ethics Committee (CEP-FO/Car) and by the
National Research Ethics Committee (CONEP-MS) under the protocol number
36/08, and it is in accordance to the World Medical Association Declaration of
Helsinki (2002). All treatments were performed in the Department of
Periodontology, Araraquara Dental School (UNESP — Univ. Estadual Paulista),

Araraquara, Séo Paulo, Brazil.

Patient selection

A total of 33 partially or totally edentulous patients 12 male and 21 female, with
an average age of 47 years (ranging from 27 to 69), who desired oral
rehabilitation with titanium implants and had at least one site with severe bone
deficiency (i.e., <4 mm alveolar ridge width) not allowing the direct placement of a
regular size implant, were treated from May to December 2009. Alveolar ridge
width was determined on the cross-sectional image section view of CBCT (i-CAT
Classic, Imaging Sciences International, USA) generated images (DICOM-based
data sets) with a resolution of 96 dpi, 14-bits gray scale and 0.25 mm voxel size.
The CBCT unit was set at 120 kVp, 5 mA, with a 20 sec. exposure time. None of
the patients presented with systemic diseases affecting bone turnover, or were
pregnant or lactating, or had habits that could interfere with treatment (for
example: smoking, alcoholism and drug use).

Patients were not randomly assigned to each of the used grafting materials, and
therefore groups were not randomized, since according to ethical guidelines the

patient treated with fresh-frozen allogeneic bone grafts need to be informed and



consent with the treatment. As the autologous bone-grafting is the actual gold-
standard, only patients judged not to possess adequate amounts of donor
(autologous) bone were treated with fresh-frozen bone allografts. This decision
was taken based on the clinical screening examination and the CBCT
examination and depended on the amount of bone resorption and/or number of
sites requiring reconstruction in each patient. Thus, 20 patients were treated with
fresh-frozen allogeneic bone grafts (AL) and 13 with autologous bone grafts (AT).
In both groups, approximately 85% of the patients had the grafts made in the
maxilla.

Following Brazilian regulations, documents regarding the allogeneic biomaterial
request were filled-out and sent to the registered bone bank that supplied the
allografts (UniOss, Marilia, Brazil). The fresh-frozen allogeneic bone was
collected and processed according to the American Association of Tissue

Banking guidelines — AATB.**

Surgical procedures for bone grafting

Immediately prior to the augmentation surgery, all patients performed a mouth
rinse with 10-15 ml 0.12% chlorhexidine digluconate for one minute and povidine-
iodine 10% solution was applied to the peri-oral skin.

Under local anesthesia a full thickness flap was raised to provide a full
visualization of the alveolar ridge. Any reminiscent soft tissues were removed
from the bone surface, and delicate burs were used under intense saline solution
irrigation to penetrate the host cortical bone for enhancing vascularization
towards the base of the grafts. In the AT group, grafts of adequate size according

to defect dimensions were retrieved from the mandibular ramus. In the AL group,



standard size cortico-cancellous bone blocks (15 x 10 x 6 mm) were removed
from the freezer and put into sterile saline solution for 10 minutes, allowing them
to hydrate and obtain room temperature gradually. Both types of blocks were
trimmed to fit the defects using cylindrical and maxi-cut burs under abundant
sterile saline solution irrigation. The blocks were fixed with the cancellous bone
side facing the host bone using 1.5 mm in @ x 10 or 12 mm long titanium screws
(Neodent, Curitiba, Brazil) and covered by a collagen membrane (Genius
Baumer, Sao Paulo, Brazil). Finally, the flaps were repositioned to cover the
grafts completely and were sutured with interrupted nylon 4-0 single sutures.
Figure 1 exemplifies clinical situations of both treated groups.

As a post-surgical protocol, all patients received antibiotics (Amoxicillin 500 mg)
three times daily for seven days, non-steroidal anti-inflammatory treatment
(Nimesulide 100 mg) two times daily for five days, and analgesics
(Acetaminophen 750 mg) according to individual needs. Patients continued to
rinse with chlorhexidine digluconate for the following 7 days. Sutures were

removed 14 days after surgery.

Sera collection and evaluation

All 33 patients have 5 blood samples collected in a 6 month-period, from which
sera were separated. The first sample was collected 7 days prior to the grafting
surgery (baseline), and the 4 subsequent samples were collected at the 14™, 30",
90" and 180™ post bone grafting.

Blood samples were collected under standardized conditions, and 5.0 mL of total
venous blood was collected in vacuum tubes containing EDTA/KS, at each time

period, for each patient. Blood samples were collected in the morning after 12 h



of fasting, in a seated position, transported at 4°C to the laboratory within 30 min,
centrifuged under refrigeration at 1800 g for 10 min, for sera separation.
Separated sera were the inactivated (placed into a 56°C bath for 30 minutes),
and separated in 350 pyL samples, identified and freezed at -80°C, until the
moment the immunoassays were realized.

Immunological analyses were conducted through enzyme linked immunosorbent
assay (ELISA) using specific reagent-set kits (BD OptEIA ELISA Sets, BD
Biosciences Pharmingen, San Diego, USA) for interleukins 10 (IL-10) and 13 (IL-
1B) and the inflammatory markers interferon y (IFN- y) and tumor necrosis factor
a (TNF- a). These kits contained all necessary reagents to develop the
immunoassays for each of the selected markers. For each evaluation (i.e. sample
of one patient at determined period of evaluation), the tests were realized in
triplicate, using 100 pL of sera for each well. Following the specifications of the
reagent-set kit manufacturer, results were obtained using a spectrophotometer,

with readings being performed at 450 nm within 30 min with A correction 570 nm.

Data Analysis

Descriptive analysis of data was expressed as means and standard deviations.
Commercially available software (GraphPad Prism 5.0 for Windows, GraphPad
Software Inc., USA) was utilized to compare the evaluated parameters means
and draw the graphics. Data was subjected to normality test analysis (D’Agostino
& Pearson omnibus normality test). For all evaluated parameters, data were not
normally distributed, and therefore Kruskal-Wallis followed by Dunns post test

was used for multiple comparisons, and Wilcoxon’s test was used for paired



comparisons. All exams were made in triplicate and an average was used to

represent the exam/patient. Statistical significance was set at 5% (p < 0.05).

Results

During the post-operative period, one block graft became exposed (30 days after
surgery) and four grafts were lost, in four different patients, in the AL group (the
grafted region still presented inflammation signs 60 days after surgery, and using
a surgical approach it was seen that the fixation screw of the grafts was
loosened). The loosened blocks were removed, and the treatment plan of those
patients was changed, with implants being placed in alternative positions. These
patients were maintained in the study sample since they all had more than one
AL block grafted. The patient with the exposed block was instructed to apply
chlorhexidine 1% gel over the exposed area twice a day for 14 days, and after
that the graft was again covered by soft tissue, and proceeded presenting clinical
signs of normality until the placement of the implant.

All achieved values analyzed were within those accepted as normal in literature.
For all evaluated markers, and in all evaluated periods, inter-group comparison
showed statistically similar results for both groups. Regarding intra-group
comparison, for IL-10, no differences between the periods were seen inside each
group. Opposing to that, AL group showed a statistically significant (p<0.01)
increase in the IL-1p level from baseline to 30 days. Tumor necrosis factor a
(TNF- a) also showed relevant (p<0.001) increase from baseline to 90 and 180
days in allograft treated group, and IFN- y showed intercalated results, with a

decrease from baseline to 14 days (p<0.05), increase from 14 to 90 days



10

(p<0.001) and another decrease from 90 to 180 days. These results are

expressed in Table 1 and Figures 2 - 5.

Discussion

In literature, the number of papers regarding the use of fresh-frozen bone
allografts (AL), as a substitute to autologous bone (AT), has increased in the last
years. This boost is principally related to the fact that, using AL as an alternative
grafting material, problems such as the necessity of a second surgical (donor)
site and the limited quantity of available bone in intraoral donor sites® are
avoided.*

Scientific evidence regarding the biological behavior of AL grafts is still
insufficient and controversial. Some recent studies have reported that allogeneic
fresh-frozen bone may provide clinical results equivalent to those achieved with
autologous bone grafts.?% ¢ 4’ Some others address higher resorption rates of AL
grafts*®, slower biological incorporation®® and worse long-term survival rates of

subsequently inserted implants®® %3

, when compared to AT grafts.

One of the major concerns regarding the use of AL grafts is its possibility of
antigenicity and the risk of disease transmission.*® Although there are studies
stating that the risk of diseases transmission and crossed contamination for
patients treated with AL grafts is minimal (considering bone-tissue banks which
work based into de AATB standard protocols)®®, there is little information
regarding specific immunological parameters, such as the antigenicity of this
biomaterial. In this issue, bone allografts are habitually considered as a universal
donor material, which has a diminished immunologic potential — connected to the

processing of the tissue.”® 4 *°
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Older papers in literature do not correlated the use of large AL orthopedic grafts
to severe marked immune responses, although these results are not long-term
based and still with unclear clinical significance.>* 28 4% %052 A recent study®,
based on the screening of the blood cell profile of patients who went through
bone-grafting surgery with AL, which could be directly connected to any current
foreign-body reaction toward the grafted material** ** °* showed that both
autologous and fresh-frozen bone allografts did not cause any impairment in the
red and white blood-cell balance, based on quantitative hemogram analysis, in
patients subjected to maxillary reconstruction, which could be connected to the
absence of immune response toward the grafts.

A recent literature review™ states that there is evidence of specific immune
responses to fresh-frozen bone allografts in human studies, that may arise from
vital cells that escape the freezing process.>® This immune responses could lead
to different processes, from graft resorption, to its incomplete incorporation,
fracture or non-union.*

The immune response to a bone allograft may be triggered by many different
bone components, such as collagen, fat, or matrix proteins, being correlated to
the presence of human leukocyte antigen (HLA) mismatching.”>® HLA is
subdivided into class | and class Il antigens, and both are capable of activating T
cells. Class | antigens include the HLA-A, HLA-B and HLA-C loci and are found in
most nucleated cells.®” Class Il antigens are represented by the HLA-D locus and
are expressed on B cells, cells of the reticuloendothelial system, activated T cells,
and cells of the macrophage/ myeloid lineage. Human osteoblasts also express

class Il antigens.®® Abnormal activity of these cell populations could be
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associated to altered seric levels of the selected markers, evidencing interference
of the grafting material in patients’ immune system.

In the present study, a quantitative evaluation of interleukins 10 (IL-10) and 18
(IL-1B) and the inflammatory markers interferon y (IFN- y) and tumor necrosis
factor a (TNF- a), in patients submitted to bone grafting procedures using AL and
AT, evaluated the systemic immune impact of these grafting procedures. Our
results, showed that all treated patients presented good systemic health after the
bone-grafting procedures, without any signs of contamination or immunological
incompatibility problems, indicated by the normality in the systemic levels of the
evaluated markers.

Although for all evaluated markers, and in all evaluated periods, inter-group
comparison showed statistically similar results for both groups, the intra-group
differences found considering the different periods for AL-treated group, when IL-
1B, TNF- a and IFN- y were focused, must be further addressed in literature. The
selected markers can be directly and indirectly involved in the activation of cells
capable of bone resorption (osteoclasts), and this information can be directly
correlated to the fate of AL bone grafts. A recent tomographic evaluation®,
conducted using the very same population included in this study, showed higher
resorption rates connected to AL grafts compared to AT, which might be
connected to this immunologic variation.

The selected pool of systemic markers was chosen based on the reaction that
might be initiated by the recipient against a graft, called the alloimmune
response, mediated by a variety of cells and cytokines.>*

Between those cells, T cells also might play a vital role in both acute and chronic

bone allograft rejection.®® T cells secrete several cytokines that directly influence
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bone physiology, and they are differentiated into inflammatory CD4 T cells (TH1)
and helper CD4 T cells (TH2). From the evaluated markers, TH1, or inflammatory
T cells, secrete TNF-0, and IFN-y.°° TNF-o. and IFN-y enhance the effect of
macrophages on bone by promoting the activation and growth of monocytes and
their differentiation into macrophages.®°

TH2 cells, also known as helper CD4 T cells, play a foremost role in initiating
allograft rejection.®* Among others, these cells secret IL-10, which is involved in
the activation and full maturation of CD8+ T cells, plasma cells, and
macrophages.®® CD8 T cells are predominantly cytotoxic and play an important
role in allograft rejection®*recognizing antigens in association with MHC class |
molecules, and also mediating cytotoxicity through secretion of IFN- y, amid
others, with the capacity to induce apoptosis in their target cells®® Following this
sequence of events, it is plausible that altered systemic levels of these markers
would be related to an immune reaction against the grafts in the included
patients.

Macrophages would also be an important cell population that could be involved in
this adverse reaction, infiltrating fresh bone allografts and leading to an adverse
effect since it they promote osteoclastogenesis and inhibit osteoblastic activity.®®
The evaluation of the systemic levels of IL-1B and TNF- a could elicit this effect.
These markers, if in excessive levels, would be able to initiate osteoclasts
activation and therefore the resorption of the grafts, based on the knowledge that
they could act promoting osteoclastogenesis by either acting directly on
osteoclast precursor cells or stimulating RANKL (nuclear factor k B ligand)
expression, also stimulating osteoclastic bone resorption.** Inhibition of

osteoblastic activity is based on the fact that IL-1 and TNF- a inhibit collagen
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synthesis in osteoblasts and TNF- a downregulates their differention from
precursor cells.®* In view of this, it is clear that the evaluated immune markers
could be used to systemically identify impairments in the immune response

toward the grafts used in the study.

CONCLUSION

Considering these results and based on the limitations of the evaluation model
that was used, it is concluded that none of the tested grafting materials negatively
influenced the systemic levels of the evaluated markers, although the clinical
impact of the intra-group differences found for AL-treated group must be

investigated in further studies.

Acknowledgements
This study was financed by the Brazilian agencies Fapesp (2008/09207-9),

CAPES (0050/10-5) and CNPq (scholarship).

References

1. Akagawa Y, Wadamoto M, Sato Y, Tsuru H. The three-dimensional bone
interface of an osseointegrated implant: a method for study. J Prosthet Dent
1992; 68: 813-816.

2. Sahin S, Akagawa Y, Wadamoto M, Sato Y. The three-dimensional bone
interface of an osseointegrated implant. I[I: A morphometric evaluation after three
months of loading. J Prosthet Dent 1996; 76: 176-180.

3. Wadamoto M, Akagawa Y, Sato Y, Kubo T. The three-dimensional bone
interface of an osseointegrated implant. I: A morphometric evaluation in initial
healing. J Prosthet Dent 1996; 76: 170-175.

4, Renouard F, Nisand D. Impact of implant length and diameter on survival
rates. Clin Oral Implants Res 2006; 17 Suppl 2: 35-51.



15

5. Wiens JP. The use of osseointegrated implants in the treatment of patients
with trauma. J Prosthet Dent 1992; 67: 670-678.
6. Goldberg VM, Stevenson S. Natural history of autografts and allografts.

Clin Orthop Relat Res 1987: 7-16.

7. Goldberg VM, Stevenson S. The biology of bone grafts. Semin
Arthroplasty 1993; 4: 58-63.

8. Goldberg VM, Stevenson S. Bone graft options: fact and fancy.
Orthopedics 1994; 17: 809-810, 821.

9. Chiapasco M, Zaniboni M, Boisco M. Augmentation procedures for the
rehabilitation of deficient edentulous ridges with oral implants. Clin Oral Implants
Res 2006; 17 Suppl 2: 136-159.

10. Nowzari H, Aalam AA. Mandibular cortical bone graft part 2: surgical
technique, applications, and morbidity. Compend Contin Educ Dent 2007; 28:
274-280; quiz 281-272.

11. Donovan MG, Dickerson NC, Hanson LJ, Gustafson RB. Maxillary and
mandibular reconstruction using calvarial bone grafts and Branemark implants: a
preliminary report. J Oral Maxillofac Surg 1994; 52: 588-594.

12.  Capelli M. Autogenous bone graft from the mandibular ramus: a technique
for bone augmentation. Int J Periodontics Restorative Dent 2003; 23: 277-285.
13. Misch CM, Misch CE. The repair of localized severe ridge defects for
implant placement using mandibular bone grafts. Implant Dent 1995; 4: 261-267.
14. Donovan MG, Dickerson NC, Mitchell JC. Calvarial bone harvest and
grafting techniques for maxillary and mandibular implant surgery. Atlas Oral
Maxillofac Surg Clin North Am 1994; 2: 109-122.

15. Keller EE, Triplett WW. lliac bone grafting: review of 160 consecutive
cases. J Oral Maxillofac Surg 1987; 45: 11-14.

16. Burchardt H. The biology of bone graft repair. Clin Orthop Relat Res 1983:
28-42.

17.  Burchardt H. Biology of bone transplantation. Orthop Clin North Am 1987;
18: 187-196.

18. Williams A, Szabo RM. Bone transplantation. Orthopedics 2004; 27: 488-
495; quiz 496-487.



16

19. Leonetti JA, Koup R. Localized maxillary ridge augmentation with a block
allograft for dental implant placement: case reports. Implant Dent 2003; 12: 217-
226.

20. Waasdorp J, Reynolds MA. Allogeneic bone onlay grafts for alveolar ridge
augmentation: a systematic review. Int J Oral Maxillofac Implants 2010; 25: 525-
531.

21. Zerbo IR, de Lange GL, Joldersma M, Bronckers AL, Burger EH. Fate of
monocortical bone blocks grafted in the human maxilla: a histological and
histomorphometric study. Clin Oral Implants Res 2003; 14: 759-766.

22. Theler JM. Bone tissue substitutes and replacements. Curr Opin
Otolaryngol Head Neck Surg 2011.

23. Goodman SB. Allograft alternatives: bone substitutes and beyond.
Orthopedics 2010; 33: 661.

24. Bayerlein T, Mundt T, Mack F, Bienengraber V, Proff P, Gedrange T. Bone
graft substitutes in periodontal and peri-implant bone regeneration. Folia Morphol
(Warsz) 2006; 65: 66-69.

25. Collins M, James DR, Mars M. Alveolar bone grafting: a review of 115
patients. Eur J Orthod 1998; 20: 115-120.

26. de Boer HH. The history of bone grafts. Clin Orthop Relat Res 1988: 292-
298.

27. Lee DW, Koo KT, Seol YJ, Lee YM, Ku Y, Rhyu IC, Chung CP, Kim TI.
Bone regeneration effects of human allogenous bone substitutes: a preliminary
study. J Periodontal Implant Sci 2010; 40: 132-138.

28. Eppley BL, Pietrzak WS, Blanton MW. Allograft and alloplastic bone
substitutes: a review of science and technology for the craniomaxillofacial
surgeon. J Craniofac Surg 2005; 16: 981-989.

29. Contar CM, Sarot JR, Bordini J, Jr., Galvao GH, Nicolau GV, Machado
MA. Maxillary ridge augmentation with fresh-frozen bone allografts. J Oral
Maxillofac Surg 2009; 67: 1280-1285.

30. Mankin HJ, Doppelt S, Tomford W. Clinical experience with allograft
implantation. The first ten years. Clin Orthop Relat Res 1983: 69-86.

31. Brown KL, Cruess RL. Bone and cartilage transplantation in orthopaedic
surgery. A review. J Bone Joint Surg Am 1982; 64: 270-279.



17

32. Mizutani A, Fujita T, Watanabe S, Sakakida K, Okada Y. Experiments on
antigenicity and osteogenicity in allotransplanted cancellous bone. Int Orthop
1990; 14: 243-248.

33.  Carinci F, Brunelli G, Franco M, Viscioni A, Rigo L, Guidi R, Strohmenger
L. A retrospective study on 287 implants installed in resorbed maxillae grafted
with fresh frozen allogenous bone. Clin Implant Dent Relat Res 2010; 12: 91-98.
34. Bach DE, Burgess LP, Zislis T, Quigley N, Hollinger JO. Cranial, iliac, and
demineralized freeze-dried bone grafts of the mandible in dogs. Arch Otolaryngol
Head Neck Surg 1991; 117: 390-395.

35. Tomford WW, Doppelt SH, Mankin HJ, Friedlaender GE. 1983 bone bank
procedures. Clin Orthop Relat Res 1983: 15-21.

36. Palmer SH, Gibbons CL, Athanasou NA. The pathology of bone allograft. J
Bone Joint Surg Br 1999; 81: 333-335.

37.  Bui MM, Smith P, Agresta SV, Cheong D, Letson GD. Practical issues of
intraoperative frozen section diagnosis of bone and soft tissue lesions. Cancer
Control 2008; 15: 7-12.

38. Leslie HW, Bottenfield S. Donation, banking, and transplantation of
allograft tissues. Nurs Clin North Am 1989; 24: 891-905.

39. Friedlaender GE. Bone grafts. The basic science rationale for clinical
applications. J Bone Joint Surg Am 1987; 69: 786-790.

40. Bauer TW, Muschler GF. Bone graft materials. An overview of the basic
science. Clin Orthop Relat Res 2000: 10-27.

41. Spin-Neto R, Coletti FL, Pereira LAVD, Marcantonio E, Marcantonio E, Jr.
Is peripheral blood-cell balance altered by the use of fresh frozen bone block
allografts in lateral maxillary ridge augmentation? Clin Implant Dent Relat Res
2011; In Press.

42. Esposito S. Immune system and surgical site infection. J Chemother 2001;
13 Spec No 1: 12-16.

43. Maggini J, Raiden S, Salamone G, Trevani A, Geffner J. Regulation of
neutrophil apoptosis by cytokines, pathogens and environmental stressors. Front
Biosci 2009; 14: 2372-2385.

44.  American Association of Tissue Banks. 16th Annual meeting. August 24-
26, 1992. Abstracts. Transfusion 1993; 33: 610-621.



18

45.  Perrott DH, Smith RA, Kaban LB. The use of fresh frozen allogeneic bone
for maxillary and mandibular reconstruction. Int J Oral Maxillofac Surg 1992; 21:
260-265.

46. Carinci F, Brunelli G, Zollino I, Franco M, Viscioni A, Rigo L, Guidi R,
Strohmenger L. Mandibles grafted with fresh-frozen bone: an evaluation of
implant outcome. Implant Dent 2009; 18: 86-95.

47.  Carinci F, Guidi R, Franco M, Viscioni A, Rigo L, De Santis B, Tropina E.
Implants inserted in fresh-frozen bone: a retrospective analysis of 88 implants
loaded 4 months after insertion. Quintessence Int 2009; 40: 413-419.

48. Spin-Neto R, Stavropoulos A, Violin LAVD, Marcantonio Jr. E, Wenzel A.
Fate of autologous and fresh-frozen allogeneic block bone grafts used for ridge
augmentation. A CBCT-based analysis. Clin Oral Implants Res 2011; In Press.
49. Spin-Neto R, Del Barrio RAL, Violin LAVD, Marcantonio RA, Marcantonio
E, Marcantonio Jr. E. Clinical similarities and histological diversity comparing
fresh frozen onlay bone blocks allografts and autografts in human maxillary
reconstruction. Clin Implant Dent Relat Res 2011; In Press.

50. Boyce T, Edwards J, Scarborough N. Allograft bone. The influence of
processing on safety and performance. Orthop Clin North Am 1999; 30: 571-581.
51. Stevenson S, Li XQ, Davy DT, Klein L, Goldberg VM. Critical biological
determinants of incorporation of non-vascularized cortical bone grafts.
Quantification of a complex process and structure. J Bone Joint Surg Am 1997;
79: 1-16.

52. Stevenson S, Li XQ, Martin B. The fate of cancellous and cortical bone
after transplantation of fresh and frozen tissue-antigen-matched and mismatched
osteochondral allografts in dogs. J Bone Joint Surg Am 1991; 73: 1143-1156.

53. Murray CA, DeKoven J, Spaner DE. Foreign body granuloma: a new
manifestation of immune restoration syndrome. J Cutan Med Surg 2003; 7: 38-
42.

54. Graham SM, Leonidou A, Aslam-Pervez N, Hamza A, Panteliadis P,
Heliotis M, Mantalaris A, Tsiridis E. Biological therapy of bone defects: the
immunology of bone allo-transplantation. Expert Opin Biol Ther 2010; 10: 885-
901.



19

55. VandeVord PJ, Nasser S, Wooley PH. Immunological responses to bone
soluble proteins in recipients of bone allografts. J Orthop Res 2005; 23: 1059-
1064.

56. Hubble MJ. Bone grafts. Surg Technol Int 2002; 10: 261-265.

57. Nelson KA. Human leukocyte antigen system and the immune response to
it. Clin Orthop Relat Res 1996: 35-42.

58.  Skjodt H, Hughes DE, Dobson PR, Russell RG. Constitutive and inducible
expression of HLA class Il determinants by human osteoblast-like cells in vitro. J
Clin Invest 1990; 85: 1421-1426.

59. Muscolo DL, Ayerza MA, Calabrese ME, Redal MA, Santini Araujo E.
Human leukocyte antigen matching, radiographic score, and histologic findings in
massive frozen bone allografts. Clin Orthop Relat Res 1996: 115-126.

60. Horowitz MC, Friedlaender GE, Qian HY. The immune response: the
efferent arm. Clin Orthop Relat Res 1996: 25-34.

61. Krieger NR, Yin DP, Fathman CG. CD4+ but not CD8+ cells are essential
for allorejection. J Exp Med 1996; 184: 2013-2018.

62. Apasov S, Redegeld F, Sitkovsky M. Cell-mediated cytotoxicity: contact
and secreted factors. Curr Opin Immunol 1993; 5: 404-410.

63. Horowitz MC, Friedlaender GE. Induction of specific T-cell responsiveness
to allogeneic bone. J Bone Joint Surg Am 1991; 73: 1157-1168.

64. Lorenzo J, Horowitz M, Choi Y. Osteoimmunology: interactions of the bone
and immune system. Endocr Rev 2008; 29: 403-440.



20

Figure legends

Figure 1 — (A) A case treated with autologous bone graft and (B) a case treated with

fresh-frozen bone allografts, at the time of placement of the grafts.

Figure 2 — Determination of Interleukin 10 (pg/mL) levels. The determination was
realized by immunoenzymatic assay (ELISA). The results were expressed in means

and standard deviations.
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Figure 3 — Determination of Interleukin 138 (pg/mL) levels. The determination was
realized by immunoenzymatic assay (ELISA). The results were expressed in means

and standard deviations. (**) p<0.01.
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Figure 4 — Determination of Interferon y (pg/mL) levels. The determination was
realized by immunoenzymatic assay (ELISA). The results were expressed in means

and standard deviations. (*) p<0.05 and (***) p<0.001.
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Figure 5 — Determination of and Tumor Necrosis Factor a (pg/mL) levels. The
determination was realized by immunoenzymatic assay (ELISA). The results were

expressed in means and standard deviations. (*) p<0.05 and (***) p<0.001.
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Table 1 — Interleukin 6, Interleukin 1@, Interferon y and Tumor necrosis factor a levels, expressed in means and standard deviations

Variable Baseline 14 days 30 days 90 days 180 days
Allograft  Autograft Allograft Autograft Allograft Autograft  Allograft  Autograft Allograft Autograft
IL-10 8.31+4.87 9.08+4.03 7.38+4.17 6.12+4.03  6.87+4.78  7.01+4.72 8.36+3.72 9.03+4.81  7.95+4.63 7.17+4.56
IL-18 2.3243.36  3.08+3.73 2.65+1.01 4.34+3.70 6.14+6.85 5.26+3.64 5.40+5.97 6.34+6.33  3.48+4.77 5.69+5.03
IFN-y 12.25+5.66 12.29+7.87 7.80+4.10 11.52+8.08 12.57+10.09 13.18+6.98 14.20+4.19 16.15+9.79 11.91+4.29 19.24+14.35
TNF-a 1.88+1.12 2.51+1.18 2.58+2.17 3.42+3.04 5.35+7.36 5.72+6.04 5.11+3.34 5.92+2.47 4.99+5.81 4.94+2.80

IL-10 — Interleukin 10 (pg/mL); IL-1B - Interleukin 1B (pg/mL); IFN-y — Interferon y (pg/mL); TNF-a - Tumor necrosis factor o (pg/mL).



6 DISCUSSAO

O uso de enxertos 6sseos homologos, obtidos de bancos de tecido
musculo-esqueléticos, aumentou consideravelmente nos ultimos anos,
bem como o numero de artigos na literatura enfocando seu uso na
Ortopedia e Odontologia® ** %2

As vantagens que levaram o 0sso homélogo a ser considerado
uma alternativa clinica viavel para os procedimentos de enxertia 6ssea
maxilar sdo relacionadas principalmente a auséncia da necessidade de
criacdo de um segundo sitio cirdrgico para captacdo de material,
contornando aquela que seria a maior desvantagem relacionadas aos
enxertos autélogos** >3,

Apesar da efervescéncia cientifica sobre o tema nos ultimos anos,
as evidéncias sobre o comportamento biolégico do biomaterial homadlogo
continuam insuficientes e controversas, com elogios e criticas ao material
sendo encontrados simultaneamente™ > *3. Tépicos como maiores taxas
de reabsorcao, incorporacéo lenta, baixas taxas de sucesso na instalacao

de implantes nas areas enxertadas'® 2% 3% 47. 48. 33

, além da preocupacéao
com a transmissdo cruzada de doencas e antigenicidade do material
enxertado™, sdo rotineiramente associados ao biomaterial homélogo.

Em nosso estudo, o método de avaliacdo tomogréfico foi

empregado para elucidar quantitativamente as taxas de reabsorcdo do

material homologo em relacdo ao padréo ouro — o 0sso autélogo. Nossos
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resultados tomograficos demonstraram que ambos 0s materiais
estudados foram capazes de promover um aumento 6sseo compativel
com a devolugdo da anatomia Ossea necessaria a instalacdo de
implantes, embora, € claro, sem fornecer subsidio sobre a qualidade do
tecido 6sseo presente na regiao.

Nossos resultados demonstraram ainda que os blocos 06sseos
homologos apresentam a tendéncia de ser mais volumosos do que 0s
blocos autdlogos que séo obtidos dos proprios pacientes (de acordo com
a vantagem clinica citada para o uso desse biomaterial), caracteristica
essa que, ao longo dos seis primeiros meses pos-operatorios é
prejudicada pela maior taxa de reabsor¢cdo apresentada por esses
enxertos, proxima dos 10%, em média. Essa informacéo é relevante e
deve ser considerada no planejamento reverso que deve ser feito em
cada caso.

Um parametro que foi considerado como causador dessa maior
taxa de reabsor¢cdo observada para o material homdlogo foi a arquitetura
do osso utilizado. O fato de utilizarmos um enxerto homélogo coértico-
medular, em comparac¢ao ao enxerto 6sseo autélogo com maior contetdo
cortical, pode ter interferido em nossos resultados, embora o material
homologo tenha sido trabalhado de forma a minimizar o seu contetdo
esponjoso. Estudos prévios ja demonstraram e interferéncia da arquitetura
do enxerto 6sseo utilizado na dindmica de sua remodelacdo®. Outro fator

gue pode ter interferido para que houvesse essa maior perda volumétrica
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guando o biomaterial homologo foi utilizado seria a dificuldade de
vascularizacdo que esse biomaterial apresenta, levando a um menor
crescimento 0sseo em direcdo a area enxertada, e a um menor niumero
de células envolvidas no processo de remodelacdo®*2°.

Em relacdo ao método tomografico, € importante frisar que atencao
especial foi dada a sua padronizacdo, garantindo a reprodutibilidade e o
poder estatistico de nossos resultados. Embora a tomografia
computadorizada venha sendo utilizada exaustivamente para estudo
aonde se deseja avaliar volume 6sseo, até entdo isso foi feito de maneira
pouco padronizada, prejudicando o peso cientifico dos achados desses
estudosl, 14, 23, 42, 50-52-

Tao relevante quanto uma taxa de reabsorcdo aumentada, a
incorporagédo lenta do biomaterial homoélogo também é fator de
preocupacao. A literatura estabelece que o simples processamento ao
qgual esse biomaterial € submetido, que envolve uma lavagem por
antibiéticos e o congelamento, ja diminui consideravelmente as

propriedades bioldgicas deste substituto 6sseo® 3.

Nossos resultados
histolégicos demonstraram que, apesar de biocompativel, o biomaterial
homdlogo demonstrou taxa de remodelacdo consideravelmente mais
lenta, com quantidades variaveis — e em alguns casos extensas — de 0SS0
ainda necrotico (que nao foi remodelado), quando da reabertura para
instalacdo de implantes. Muitos artigos na literatura apresentam

resultados diversos dos demonstrados neste estudo®3% % porém
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também ndo sdo incomuns resultados semelhantes aos aqui
demonstrados®?®. Para os enxertos 6sseos autélogos, a quantidade de
0SS0 necrético era consideravelmente inferior, em acordo com o que e
citado na literatura®°.

Essa caracteristica de remodelacdo mais lenta, além de interferir
na cronologia da reabilitacdo dos pacientes tratados com material
homologo pode ainda interferir negativamente no longo termo da
utilizacdo clinica deste biomaterial. Como a plasticidade da regiao
enxertada fica diminuida pela presenca de grandes quantidades de 0sso
ainda necrotico, o acumulo de micro-fraturas que ocorre ap0s o
carregamento biomecanico deste biomaterial pode resultar em fraturas ou
solturas de bloco, diminuindo o seu indice de sucesso em longo prazo®®, e
podendo interferir ate mesmo na manutencdo da osseointegracdo de
implantes instalados nessas areas'®. O material homélogo cértico-medular
apresentou caracteristicas histolégicas que indicaram que seu processo
de remodelacao € mais rapido do que o material homdlogo cortical, porém
ainda inferior quando comparado ao 0sso autdlogo. Usando-se a mesma
premissa cientifica apresentada para ratificar nossos achados
tomogréficos, a diferenca da arquitetura do enxerto 0sseo utilizado
realmente influenciou na dinamica de sua remodelacédo®.

Além das caracteristicas biolégicas relacionadas a remodelacdo do
biomaterial homélogo, os riscos imunoldgicos relacionados ao seu uso

também sédo fatores relevantes. Embora freqlientemente tratados como
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um material doador universal, cujo potencial imunoldgico é diminuido pelo
processamento, as informacdes sobre esse tema ainda sdo escassas na
literatura® * 7, 24 1743,

Em nosso estudo, duas metodologias foram empregadas para
obter informacfes nesse sentido. A primeira delas foi a identificacdo do
perfil de células sanguineas dos pacientes submetidos a cirurgia de
enxertia. A analise dos constituintes do sangue (eritrograma, leucograma
e contagem de plaquetas) pode identificar alteracbes patolégicas no
organismo, desde que associada a um acompanhamento longitudinal e
com a presenca de um grupo controle bem definido.** No nosso caso,
como buscavamos especificamente qualquer indicio de reacdo contra o
enxerto, especial atencao foi dada ao leucograma, ja que células como os
linfécitos estdo diretamente relacionadas a progressao de reacbes de
corpo estranho™.

Embora a relacdo entre a contagem das popula¢gbes de células
sanguineas e a homeostase do sistema imune esteja bem definida na

literatura®® 2°

, hdo existiam na literatura dados especificos sobre essas
contagens celulares em pacientes submetidos a enxertos 0sseos
maxilares. Nossos resultados ndo demonstraram alteragbes nas
populacdes celulares sanguineas tanto nos pacientes tratados com 0sso

autélogo como nos tratados com osso homodlogo, em relacdo ao fato

dessas contagens populacionais sempre se apresentarem dentro dos
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limites de normalidade, sem sinais de inflamacdo ou problemas de
incompatibilidade imunoldgica.

Os valores encontrados para a populacéo de linfécitos (dentro da
normalidade) foram um bom preditivo de que reacBes imunoldgicas
sistémicas contra os enxertos, fossem autdlogos ou homodlogos, nao
estavam presentes, embora isso s esclarecesse parte da questdo, sendo
imperativo que estudos mais profundos, com base na deteccdo de
algumas interleucinas ou citocinas inflamatérias especificas fossem
feitos?.

No presente estudo, seguindo essa demanda légica por resultados
mais especificos, o soro dos pacientes também foi avaliado, através de
uma quantificacdo de alguns marcadores imunoldgicos que pudessem
indicar reacdo contra os enxertos. Foram selecionadas as interleucinas 10
(IL-10) e 1B (IL-1B), além do interferon y (IFN- y) e do fator de necrose
tumoral a (TNF- a), e que foram avaliados em cinco diferentes periodos
pds-enxertia, seguindo a mesma cronologia de avaliacdo feita em relacao
aos hemogramas.

Nossos resultados demonstraram igualdade estatistica entre os
grupos estudados, para todos os marcadores avaliados, e em todos o0s
periodos de avaliagdo. Porém, durante a avaliagdo intra-grupos,
diferencas foram encontradas para o grupo tratado com o biomaterial
homdlogo, considerando a IL-1B, o TNF- a e o IFN- vy, fato que deve ser

cautelosamente considerado, ja que tais marcadores estdo direta e
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indiretamente conectados a ativagéo de osteoclastos, podendo estar, por
exemplo, relacionados a maior taxa de reabsorcédo 6ssea encontrada para
0 grupo tratado com osso homodlogo comparativamente ao grupo tratado
com 0sso autoélogo.

A osseointegracdo de implantes nas areas enxertadas com
biomaterial homélogo também foi abordada. Recentemente, um estudo
abordou o sucesso de implantes seguindo 0s quatro primeiros anos de
sua implantacdo em areas enxertadas com biomaterial homélogo, citando
baixas taxas de sucesso longitudinal (na casa dos 40%) para tais
regides'®. Em nosso estudo, foi feita uma avaliacdo histomorfométrica a
curto prazo, pautada na cronologia de reabertura dos implantes para
instalacdo de cicatrizadores (6 meses para maxila, 4 meses para
mandibula), e que mensurou a relacéo do tecido 6sseo com os implantes
inseridos sobre as regides enxertadas com material autélogo e homaologo.

A literatura considera que as taxas de osseointegracdo, e em
conseqléncia, de sucesso longitudinal de implantes instalados em areas
enxertadas é reduzida, comparativamente as areas ndo enxertadas*. E
importante salientar que a remodelacdo 6ssea mais lenta, associada ao
biomaterial homologo (conforme demonstrado em nossos resultados),
pode interferir diretamente na osseointegragdo de implantes instalados
em areas enxertadas. Em nosso estudo, a avaliagdo em curto prazo dos
parametros relacionados a osseointegracdo (contato osso implante e area

O0ssea formada entre as roscas) dos mini-implantes instalados nas areas
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enxertadas demonstrou similaridade entre os grupos estudados, com 0s
valores obtidos compativeis ao sucesso do processo, em todas as regifes
estudadas ao redor desses mini-implantes, e também de forma
generalizada.

No entanto, se reunirmos as informacdes sobre a remodelagéo
mais lenta dos enxertos homodlogos (em comparacdo aos enxertos
autdlogos) e as menores taxas de sobrevivéncia em longo prazo relatadas
para implantes instalados em &reas enxertadas®, fica evidente que
resultados como os de Carinci e colaboradores®®, com uma baixa taxa de
sucesso em longo prazo para implantes instalados em areas enxertadas
com biomaterial homdlogo, podem ser biologicamente ratificado.

Em nosso estudo, a maior diferenca entre os grupos estudados, em
relacdo a algumas regides especificas, tanto para o contato 0sso
implante, como para a area 60ssea formada entre as roscas do mini-
implante, embora sem significancia estatistica, revela que os efeitos
desses eventos bioldgicos para os resultados clinicos em longo prazo, de
implantes instalados em areas enxertadas com biomaterial homdlogo,
ainda precisam ser melhor estudados, preferencialmente em estudos

longitudinais.



7 CONCLUSAO

Os resultados obtidos, frente a metodologia empregada permitiram

concluir que:

1. Biologicamente, o enxerto 6sseo homdélogo mostrou-se
inferior ao enxerto 6sseo autdlogo, com processo de incorporagcdo mais
lenta, comprovado pela presenca de variaveis areas de 0sso necrotico, no
momento da reabertura para instalagdo de implantes, aos sete e aos seis
meses pos-enxertia, para o material cortical e coértico-medular,

respectivamente;

2. A avaliacdo em curto prazo dos parametros relacionados a
osseointegracdo dos mini-implantes instalados nas areas enxertadas
demonstrou similaridade entre os grupos estudados, com os valores

obtidos compativeis ao sucesso do processo;

3. Apesar de ambos os biomateriais testados proporcionarem
volume 0Osseo compativel a instalacdo de implantes, maior reabsorcao
Ossea radiografica foi observada para o grupo tratado com enxertos

homologos, aos seis meses pos-enxertia;

4. Nenhum dos biomateriais testados induziu alteragoes

significativas nas populacées celulares sanguineas, considerando o
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eritrograma, o leucograma e a contagem de plaquetas dos pacientes,

durante os seis primeiros meses pos-enxertia;

5. Os niveis sistémicos dos marcadores IL-10, IL-1B, IFN-y e
TNF- a, nos seis primeiros meses pos-enxertia, foram estatisticamente
iguais para ambos os grupos avaliados, embora para o grupo tratado com
biomaterial homdlogo diferencas entre os periodos de avaliacdo tenham

sido encontradas para o IL-13, 0o TNF- a e o IFN-y.
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TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

“ENXERTOS OSSEOS HOMOLOGOS EM HUMANOS: AVALIACAO IMUNOLOGICA,
TOMOGRAFICA, HISTOLOGICA E HISTOMETRICA DE SUA INCORPORACAO E
CAPACIDADE DE OSSEOINTEGRAR IMPLANTES”

Nome do pesquisador responsdvel: Prof. Dr. Elcio Marcantonio Junior

Nome: Idade:
RG: Prontudrio.Geral: Telefone:
Endereco: Cidade:
Responsadvel legal pelo paciente:

Idade: RG: Grau de parentesco:

Prova documental comprobatéria da responsabilidade (Nos casos de autorizacio fornecida por responséavel)

Eu estou ciente de que as pessoas que perdem os dentes apresentam, depois de um certo tempo, uma diminuicao da
quantidade de osso para a instalacdo de implantes dentdrios, os quais possibilitam a confec¢do de uma prétese onde
antes isto ndo era possivel. O tratamento da falta de osso pode ser feito por meio de enxerto de osso retirado do préprio
paciente de areas de dentro da boca (Osso aut6logo) ou por meio da colocagdo de materiais que substituem o 0sso como
0 0sso obtido em bancos de tecidos (Osso homélogo). Muitos estudos mostram que estes materiais sdo substincias que
se transformam em osso humano e ndo causam inflamacdo ou alergia, podendo ser usados com seguranca em qualquer
pessoa.

Assim sendo, fui informado sobre o objetivo desta pesquisa, que € avaliar, por meio de tomografias, exames de
sangue e andlise histoldgica, os resultados da cirurgia de enxerto 6sseo aut6logo e homdlogo na regido dento-maxilar.
Para tanto, primeiramente, farei uma tomografia e um hemograma completo uma semana antes da cirurgia de
colocagdo do enxerto, para delimitacdo da quantidade de osso disponivel e avaliagdo de minhas condi¢des sistémicas.
Ap6s 15 dias, 1 més, 3 meses e 6 meses, farei um novo hemograma, para avaliagdo sistémica. No momento da cirurgia
de implantes, apds 8 meses da cirurgia de enxerto, nova tomografia serd feita para avaliar o resultado da cirurgia de
enxerto, e saber se transformou-se em osso. Nesse momento, serd colhida, por meio de bidpsia, uma pequena
quantidade de 0sso, na regifo proxima a de preparacdo para colocag¢do do implante, e também serd feita a instalacdo de
um mini-implante, sem prejuizo algum para o tratamento reabilitador. Seis meses apos a instalacido dos implantes, no
momento da reabertura para instalacdo dos cicatrizadores, nova tomografia sera feita para avaliar o resultado da cirurgia
de implantes, e serd colhido, por meio de bidpsia, o mini-implante instalado, sem prejuizos a reabilitacdo ou aumento do
procedimento cirdrgico.

Esse procedimento de bidpsia, ndo acarreta nenhuma agressdo fisica, ndo aumenta o desconforto pds-operatorio,
nao altera o planejamento cirtirgico dos implantes ou maior perda de osso na regido, pois sera realizado na regido que ja
seria removido para posicionamento do implante. Para participar da pesquisa deverei retornar a Faculdade para
controles cirtrgicos e novas avaliacdes.

Também fui informado sobre a possibilidade de ocorrer transtornos durante ou apds a cirurgia. Essa
possibilidade é pequena, mas pode haver, em casos raros, falta de integracdo do enxerto, reacdes inflamatdrias e/ou
infecciosas material de enxerto, ao anestésico local ou a medicag@o prescrita apds a cirurgia. Nesses casos, sei que terei
integral acompanhamento feito pelos profissionais responsaveis pela pesquisa, e também que meu plano de
tratamento sera refeito, novos enxertos serio realizados, e que serei acompanhado atentamente até o final de
meu tratamento.

O pesquisador responsdvel pela pesquisa bem como os demais profissionais responsdveis pelo tratamento em
questdo se comprometem a dar resposta a qualquer pergunta e esclarecimento a qualquer divida relacionada. Sei que
posso deixar de participar da pesquisa a qualquer tempo, sem prejuizo do atendimento, cuidados e tratamento pela
equipe da especialidade da FOAr-UNESP. O sigilo e o cardter confidencial das informagdes serdo mantidos, zelando
pela minha privacidade e garantindo que minha identificacdo ndo serd exposta nas conclusdes ou publica¢des.

Nome do pesquisador : Rubens Spin Neto

Nome do responsdvel pela equipe cirdrgica: Prof. Dr. Elcio Marcantonio Jr
Nome do orientador geral da pesquisa: Prof. Dr. Elcio Marcantonio Jr
Telefone para contato: 3301-6369/9106-9157

Telefone do Comité de Etica: 3301-6434/3301-6432
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